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Resumen y Abstract IX 
 
Resumen 
La Microscopía Holográfica Digital en Línea (MHDL) es una técnica de formación de 
imágenes sin lentes, dividida en dos etapas, registro (experimental) donde se captura la 
intensidad producto de la difracción de un frente de onda esférico sobre el objeto y una 
segunda etapa de reconstrucción (numérica), donde el registro (Holograma) es 
digitalmente difractado para obtener la información de amplitud y fase del objeto de 
estudio. Esta Tesis de Maestría presenta un análisis numérico de los límites de 
aplicabilidad de la técnica, basado en una herramienta de modelación de la etapa de 
registro que permite lograr hologramas con aperturas numéricas mayores a 0.4, 
correspondientes a resoluciones micrométricas. El resultado principal muestra una 
dependencia de la concentración límite con la configuración geométrica de la muestra y 
una invariabilidad con la apertura numérica del sistema. De manera complementaria, se 
presenta el diseño y construcción de una herramienta experimental de la técnica. 
 
Palabras clave: Holografía, Óptica. 
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Digital In-line Holographic Microscopy is a lensless imaging technique, divided in two 
stages, register (experimental) where it is captured the resultant intensity produced on the 
diffraction of a spherical wave by the object and a second stage of reconstruction 
(numerical), where the register (Hologram) is digitally diffracted to obtained the amplitude 
and phase information of the object. This thesis presents a numerical analysis of the 
applicability limits of the technique, based on a modeling tool of the register stage that 
allows obtaining holograms with numerical aperture higher over 0.4, which corresponds to 
a micrometer range resolution. The main result shows a dependence of the critical 
concentration with geometrical configuration of the sample and a clear invariability with 
the numerical aperture of the system. Complementarily, it is presented the design and 
building of an experimental implementation of the technique. 
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La Holografía nace con la propuesta de Gabor en 1949 [1,2] de buscar evitar las 
aberraciones introducidas por las lentes magnéticas en la microscopía de electrones. El 
problema de interés en aquella época consistía en mejorar la resolución de los sistemas 
en microscopía sin recurrir a procedimientos experimentalmente complejos. 
 
Gabor propuso un nuevo sistema de formación de imágenes sin lentes configurado en 
dos etapas, registro y recuperación. Inicialmente en el registro, el objeto de estudio es 
iluminado por una onda coherente monocromática, el patrón de difracción resultante o 
equivalentemente, la interferencia entre la región de la onda que golpea al objeto y el 
resto, es registrada en un plano posterior sobre una placa fotográfica, este registro se 
denomina Holograma. 
En la recuperación, la placa revelada es iluminada con la onda coherente empleada en el 
registro, una imagen del objeto aparece en un plano anterior a la placa, con la exacta 
configuración de distancias que haya sido empleada para el registro. Sin embargo, 
existen otros elementos incluidos en la reconstrucción, un ruido de fondo y una “imagen 
gemela” invertida, en una plano simétrico posterior a la placa respecto a la imagen 
original. La presencia de estos dos objetos en la reconstrucción, dificultaron el inmediato 
éxito de la Holografía cómo herramienta experimental viable. 
 
Años más tarde, los principios básicos de Gabor, los avances en computación, el 
desarrollo de fuentes de luz coherentes relativamente eficientes cómo el Láser y el 
desarrollo de los detectores de Silicio, trajeron consigo el florecimiento de la holografía, 
con el surgimiento de aplicaciones tales como, la holografía fuera de eje introducida por 
Leith y Upatnieks [3,4], la generación de hologramas por computador de Lohman [5], el 
intenso desarrollo de la microscopía holográfica digital fuera de eje para la recuperación 
de fase [6] y naturalmente relacionada con esta tesis de grado la microscopía holográfica 
digital en línea (MHDL), fuertemente optimizada por Kreuzer [7,8]. 
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En MHDL, la onda coherente de iluminación es esférica y la difracción que esta onda 
sufre por la presencia del objeto, es registrada digitalmente en un plano posterior para su 
consecuente reconstrucción numérica. Por la simplicidad en su implementación 
experimental y eficiencia, la MHDL se abrió a campos como la Biología [8], el estudio de 
coloides [9], la visualización en cuatro dimensiones de flujos de partículas [10] entre 
otros. 
 
Sin embargo a pesar de su amplia aplicación, la etapa de registro en la MHDL carece de 
herramientas de modelación numérica, a excepción de una propuesta de fuentes 
puntuales publicada por Kreuzer et al [7], que posee múltiples limitaciones y no puede ser 
empleada efectivamente para modelar hologramas de objetos arbitrarios.  
 
Por otro lado, a pesar de que la MHDL se ha optimizado para su uso en el estudio 
estático y dinámico de coloides, aún no existe un estudio detallado de sus limitaciones 
experimentales, en particular en cuanto al límite de concentraciones que pueden 
estudiarse manteniendo una eficiencia aceptable en el análisis. Los únicos estudios 
conocidos en esta dirección, emplean una onda plana en la iluminación y naturalmente, 
los resultados reportados en esta configuración [11-13], no son siempre aplicables para 
el caso de iluminación esférica. 
 
Identificadas estas dos necesidades dentro de la MHDL, la presente tesis de grado, 
plantea propuestas de solución para ambos problemas, la modelación del registro y el 
estudio de la concentración límite alcanzable para un sistema coloidal mono-disperso. En 
particular, las condiciones a las que se ajustan los alcances de esta tesis son: 
modelamiento para aperturas numéricas (AN) superiores a 0.4 y tamaños de partículas 
del orden de la longitud de onda. 
 
El interés por llevar la modelación a estos valores de apertura numérica está justificado 
en que para la MHDL la resolución depende del valor AN, tal que si se requiere modelar 
objetos con tamaños del orden de la longitud de onda, la apertura numérica debe ser 
igual o mayor a 0.4, empleando una longitud de onda dentro del visible. La modelación 
de campos ópticos en tales condiciones de divergencia es un problema complejo y poco 
 3 
 
usual, ya que la mayoría de investigadores en el campo se restringen a trabajar en el 
dominio paraxial ( 0.2AN  ). 
 
A nivel experimental esta tesis de Grado incluye una etapa de diseño, implementación y 
caracterización de un montaje de MHDL con apertura numérica igual o mayor a 0.4, junto 
con el análisis de un conjunto de muestras para validar la capacidad del sistema 
implementado. La propuesta de incluir este alcance en el desarrollo del proyecto, 
obedece a la iniciativa del grupo de investigación de Procesamiento Opto-Digital en 
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1. Fundamentos y aplicaciones de 
Microscopía Holográfica Digital en Línea 
(MHDL) 
1.1 Fundamentos y parámetros de operación de MHDL. 
La descripción matemática del proceso de registro se rige por la simple superposición de 
dos ondas objeto y referencia en un plano de registro; en holografía en línea la onda 
objeto se produce del esparcimiento de la onda de iluminación sobre la muestra O, como 
se ilustra en la Figura 1-1; los detectores disponibles registran la intensidad de la onda 
incidente la cual para un grupo de partículas conformando un coloide resulta en: 
 








I t A t A t

 r r r                (1-1) 
 
donde    , exp /refA t ikr rr , con  2 /k    y  la longitud de onda de luz empleada, 
es la amplitud compleja de la onda de referencia, 
   ,iespA tr  es la amplitud compleja de la 
onda esparcida por la i-ésima partícula y N es la cantidad de partículas en la muestra.  
  
6 Estudio del límite de densidad de suspensiones para su análisis en microscopía 
holográfica digital en línea 
 
Figura 1-1: Planos en el registro de un holograma. Plano de la fuente S, plano del Objeto 
O, plano de registro C. 
 
 
La variable temporal de la ecuación (1-1) se puede eliminar, puesto que el patrón de 
interferencia se registra dentro del tiempo de integración del sensor utilizado. 
 
Expandiendo la ecuación (1-1) se obtiene: 
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con      *ref ref refI A Ar r r  la intensidad de la onda de referencia, fácilmente registrable 
cuando no se tiene partículas en el campo de visión. Los términos entre corchetes 
representan en esencia la grabación de la información compleja de las ondas esparcidas 
en el plano de registro y el último término 








 r r  representa la interferencia 
entre las ondas esparcidas por las N partículas. Para ver más claramente este último 
punto consideramos separadamente el último término en la ecuación 1-2 e interpretando 
la doble sumatoria cómo la adición de los elementos individuales esquemáticamente 
organizados en una matriz: 
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donde se observa claramente la forma  cosI a    característica de los patrones de 
interferencia. 
 
La premisa en la holografía de Gabor es que este término es despreciable en 
comparación con los dos restantes para que de la posterior reconstrucción sólo se 
obtengan las imágenes gemelas provenientes de los términos entre corchetes [1]. 
 
El registro del holograma dado por la ecuación 1-1 es reconstruido digitalmente mediante 
la transformada de Kirchhoff-Helmholtz [2], la cual permite emular digitalmente el proceso 
de difracción de una onda esférica sobre el holograma de contraste y recuperar la 
amplitud compleja esparcida por todas las partículas: 
 
    2´ exp ´ /K I ik d r

   r r r r r                (1-4) 
 
Donde  , ,x y Lr  representa las coordenadas en el plano de registro  , L es la 
distancia del plano de registro a la fuente,      refI I I r r r  es el holograma 
modificado u holograma de contraste, obtenido de sustraer del holograma original un 
registro sin muestra. Este procedimiento mejora el contraste de los patrones de difracción 
sobre el fondo compuesto por ruido y la onda referencia, elimina cualquier 
inhomogeneidad de la iluminación de la fuente y además reduce al mínimo la 
reproducción del correspondiente término en el plano de reconstrucción del holograma. 
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La intensidad objeto en un plano específico estará dada por  
2
´K r , de modo que para 
encontrar la imagen tridimensional,  ´K r  debe determinarse en diferentes planos, 
resolviendo la ecuación (1-4) para cada uno de ellos, tarea que no es sencilla ya que una 
solución analítica sólo se puede plantear para algunos casos especiales limitados.  
 
Para cubrir esta necesidad, de manera paralela, existen otras alternativas de 
reconstrucción de hologramas basadas en operaciones de Transformada Fraccional de 
Fourier [3], Transformada Ondita (wavelet) [4] y otros métodos [5]. 
 
Cómo se mencionó anteriormente la reconstrucción da lugar a dos imágenes del objeto, 
denominadas comúnmente imágenes gemelas y se ubican simétricamente alrededor de 
la fuente (Figura 1-2) debido a que una es la conjugada de la otra, tal que si una imagen 
se ubica en el espacio donde la onda de reconstrucción es divergente, la imagen gemela 
se ubicará en un espacio donde sea convergente. 
 
De esta manera, se obtendrá siempre una imagen en el espacio entre el plano de registro 
y la fuente puntual, ubicada en la misma posición que ocupaba el objeto en la etapa de 
registro; y la otra imagen se ubicará anteriormente a la fuente como se muestra en la 
Figura 1-2. Por convención a la primera imagen se le denomina imagen “real” y a la 
segunda imagen “virtual”. 
  




Figura 1-2: Planos en la reconstrucción de un holograma. Plano de la imagen virtual V, 
plano de la fuente S, plano de la imagen real R, plano del holograma de contraste HC. 
 
 
Al igual que las demás técnicas de formación de imágenes la MHDL trae consigo criterios 
de resolución espacial asociados a la configuración experimental. En particular la 
resolución lateral y longitudinal son función de la apertura numérica del sistema y la 
longitud de onda. Cómo ya fue demostrada por García-Sucerquia [6] la resolución lateral 






                    (1-5) 
 
donde latd  representa la separación transversal mínima entre dos puntos a resolver,   
es la longitud de onda de la fuente puntual, AN  es la apertura numérica del sistema. 
Dicha expresión está fundamentada en cumplir condiciones mínimas en el muestreo de 
la información espacial que llega del objeto, codificada en las franjas de interferencia del 
holograma. En particular se requiere que al menos tres pixeles sean empleados para 
muestrear cada franja incluyendo las de alta frecuencia y que la modulación producida 
por la interferencia entre los dos puntos esté contenida dentro del área de registro tal que 
al menos el primer máximo lateral de modulación sea registrado. 
 
Con un análisis equivalente para dos puntos en posiciones longitudinales diferentes la 
resolución longitudinal va asociada a la expresión [6]: 
 
10 Estudio del límite de densidad de suspensiones para su análisis en microscopía 








                   (1-6) 
 
donde longd  simboliza la separación longitudinal mínima entre dos puntos para 
resolverse en la reconstrucción del holograma. De esta manera combinar una buena 
resolución lateral y longitudinal requiere tanto una corta longitud de onda y una alta 
apertura numérica.  
 
Reducir la longitud de onda implica encontrar tanto fuentes coherentes como detectores 
eficientes a la longitud de onda de trabajo, el límite es, comercial para encontrar la 
disponibilidad y económico para adquirir los equipos necesarios. Un límite común en la 
literatura técnica alrededor de la MHDL es el uso de fuentes láser en el violeta (
400nm  ) que permiten combinar con el uso de detectores comunes de silicio en 
configuraciones CMOS (Complementary Metal Oxide Semiconductor) o CCD (Charged 
coupled device), especialmente usados en el rango visible de longitudes de onda. 
 
La apertura numérica del sistema depende de la configuración espacial del sistema y de 
la apertura numérica de emisión de la fuente; el valor de AN resultante viene del acople 
entre las aperturas numéricas de emisión y detección (Figura 1-3), entendiendo la 
apertura numérica de la detección cómo el ángulo de aceptancia C  resultante de la 
combinación entre la distancia fuente-cámara L  y la extensión de la región de registro 
W . 
 
El poder de resolución estará definido por la concordancia entre los valores de los 
ángulos de emisión y detección; para 
C f   la apertura numérica del sistema será la de 
la fuente, con 
C f   la apertura será la de detección y en caso de acople perfecto 
C f   naturalmente los valores serán iguales. En la Figura 1-3 es posible observar más 
claramente la lista anterior de posibilidades, cuando la detección tiene un ángulo mayor 
que la emisión, existirá una región del detector que no recibirá luz y por ende no 
registrará franjas, siendo así la apertura numérica del sistema no puede ser mayor a la 
de emisión. Cuando ocurra lo contrario al caso anterior, la cámara estará registrando una 




parte del frente de onda más pequeña y funcionará equivalentemente a un filtro espacial 
paso-bajo, registrando franjas de baja frecuencia y obviando las demás. 
 
Figura 1-3: Ángulos de aceptancia y emisión que definen la apertura numérica del 
sistema. La fuente puntual S emite un haz gaussiano que se registra en la cámara CMOS 
ubicada a L y con área sensible de lado W. 
 
 
El ángulo de emisión 
f  puede aproximarse empleando el criterio de divergencia de una 
haz Gaussiano, es decir definir la cintura del haz de acuerdo a la altura donde la 
intensidad es el 13.5% del valor máximo. 
 
 
1.2 Aplicaciones en ciencias de la vida. 
Así cómo muchas otras técnicas en microscopía, la MHDL ha recibido acogida dentro de 
las tareas de observación y detección de muestras en ciencias como la Biología. La 
interesante posibilidad de que mediante un único registro de un holograma se puede 
recuperar digitalmente un volumen de imágenes de la muestra, enfocando cada plano 
individualmente, abre la posibilidad de aplicación dentro de una cantidad considerable de 
problemas en el estudio de sistemas vivos. Adicionando la sencillez experimental en 
cuanto a cantidad de componentes, la MHDL es una técnica ideal para llevar a 
implementaciones in situ y combinando esto último con el amplio rango de tamaños de 
estudio que se pueden cubrir, la técnica se estructura como una propuesta interesante, 
prometedora y eficiente para su uso en ciencias de la vida. 
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Un claro ejemplo de una implementación exitosa de la MHDL in situ es la propuesta por 
Kreuzer [7], desarrollada en el departamento de física y ciencias atmosféricas de la 
universidad de Dallhousie. Los investigadores en este grupo, desarrollaron un sistema 
sumergible Figura 1-4A, que ha permitido estudiar objetos marinos hasta profundidades 
de 15 metros. 
El sistema está compuesto por dos recintos con un intermedio expuesto para el ingreso 
de las muestras, las cámaras contienen la fuente y la detección separadamente, los 
datos son enviados vía USB a un computador en la superficie que procesa los 
hologramas. Un ejemplo de reconstrucciones logradas a través de este sistema se 
muestra en la Figura 1-4B. 
 
Figura 1-4: MHDL sumergible. A) Esquema del sistema compuesto por dos cámaras; B) 
muestras de reconstrucciones obtenidas con este sistema, (A) Paramecium, (B) 
Diatomea, (C) Rotifera, (D) Didinium, (E) Rotifera, (F) Ciliophora, (G) Ciliophora, (H) 
Bacteria, (I) Flagelado, (J) Ciliophora en movimiento, (K) Cola de una Rotifera. 




La localización en tiempo y en espacio de partículas (“4D-tracking”) es otra aplicación 
altamente reconocida en el medio científico interesado en la MHDL. A través de un 
registro holográfico es posible la localización espacial de un objeto ubicado entre la 
fuente al detector, por lo tanto, múltiples registros en tiempos diferentes permiten 
construir trayectorias y determinar gradientes de velocidad. Ambas mediciones son de 




vital importancia por ejemplo, en el estudio de la dinámica de ecosistemas microscópicos 
y análisis de movimiento en miro-fluidos.  
Un ejemplo exitoso de esta medición lo presentan García et al [8], en la medición del flujo 
de células sanguíneas rojas (tamaño promedio 10µm) alrededor de dos esferas de 
150µm, Figura 1-5; para reducir la cantidad de procesamiento necesario en la medición, 
los investigadores construyen un holograma diferencia, mediante la adición de la 
substracción entre hologramas sucesivos, tal que en dicho holograma resultante se 
encuentra la información de todas las posiciones espaciales registradas (adición) en 
ausencia de ruido, el cual fue eliminado en las substracciones sucesivas. 
 
Figura 1-5: Flujo de células sanguíneas rojas. En total se representan 50 
reconstrucciones separadas 3.8µm entre sí. La representación de tamaños es tan solo 
esquemática. *Imagen extraída de [8]. 
 
 
1.3 Aplicaciones en ciencias de los materiales. 
Los sistemas coloidales, de gran importancia en la física química, presentan un campo 
de acción interesante para la MHDL. En particular el análisis del movimiento electro-
cinético es de vital importancia para describir características ópticas y mecánicas de los 
materiales. Un ejemplo, claro de este tipo de análisis, lo presentan Hincapie et al, en el 
uso de MHDL para la medición de potencial zeta que determina finalmente la estabilidad 
del coloide [9]. El resultado final demuestra una clara ventaja en la medición de potencial 
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zeta con respecto a las demás propuestas que se destacan por ser más costosas y 
complejas. 
 
Figura 1-6: Medición de potencial zeta con MHDL. A) Holograma diferencia con tiempos 




La Figura 1-6 muestra los resultados al medir la velocidad de desplazamiento 
electroforético de una muestra coloidal de Wollastonite® en agua preparada a una 
concentración de 30ppm. La velocidad electroforética medida es de (10.1±0.3)µm/s valor 
que da lugar a un potencial zeta aproximado de   -21mV, lo cual ubica la muestra en un 
rango de coloides estables. El aspecto más destacable de esta innovación es la clara 
diferencia en incertidumbres entre las medidas con MHDL y con el equipo Zetasizer 
Nano® perteneciente a la compañía Malvern®. 
  




Figura 1-7: Comparación entre Zetasizer Nano®  y MHDL para la Medición de potencial 
zeta para diferentes coloides. *Imágenes extraídas de [9] 
 
 
Esta clara ventaja sumada a la adaptabilidad para implementaciones en sitio y 
adicionalmente la importante diferencia en costo a favor de la MHDL, le confieren un 
futuro promisorio a nivel comercial e investigativo. 
Igualmente, dentro del estudio de coloides usando MHDL, García-Sucerquia et al [10] 
mostraron que la resolución alcanzable con la técnica permite estudiar monocapas 
coloidales autoformadas de esferas de poliestireno; en particular establecieron que el 
efecto Talbot se puede observar fácilmente ya que la agrupación de las microesferas se 
ajusta a una geometría hexagonal. Experimentalmente la distancia de Talbot se verifica 
con buena aproximación, al observarse la formación de las autoimágenes en las 
distancias predichas analíticamente, en la figura 1-8 se muestran dos reconstrucciones 
en planos diferentes: 
  
16 Estudio del límite de densidad de suspensiones para su análisis en microscopía 
holográfica digital en línea 
 
Figura 1-8: Autoimágenes demostrando el efecto Talbot para una monocapa de micro-
esferas. *Imagen extraída de [10] 
 
 
Posteriormente Alvarez-Palacio y Garcia-Sucerquia [11] emplearon MHDL para estudiar 
el proceso de autoensamble de la muestra, observando la formación de las estructuras 
hexagonales en el tiempo. En la siguiente figura se muestra un conjunto de 
reconstrucciones en instantes diferentes, comenzando desde el momento en que el 
proceso de secado se inicia: 
  




Figura 1-9: Reconstrucciones en instantes diferentes mostrando el agrupamiento de las 




Para el tiempo t = 3.5s ya se comienzan a observar claramente las agrupaciones de 
mirco-esferas, las cuales debido al secado se encuentran pegadas a la superficie del 
porta-muestras. La línea blanca que se ve desplazando en el tiempo, se genera por el 
secado del agua destilada empleada para preparar el coloide. El interés fundamental de 
este trabajo es demostrar que el agrupamiento es inherente al proceso de secado y por 
ende si se pudiese controlar este último aplicando determinados gradientes de 
temperatura sobre la muestra, sería posible controlar la geometría de las monocapas 
formadas. 
 
Las ciencias atmosféricas han sido otro campo de aplicación interesante donde se ha 
introducido la MHDL; en particular Fugal et al [12], desarrollaron el HOLODEC, un 
aparato operando in situ que logra la medición del tamaño y la distribución espacial de 
cristales de agua formados en las nubes. 
El sistema está adecuado al frente de una aeronave, Figura 1-10, tal que el 
desplazamiento y análisis continuo permiten construir mapas de la textura y la estructura 
de las nubes. Ya que el rango de tamaños de los cristales supera un valor mínimo de 
20um, los investigadores optaron por una configuración con iluminación plana, Figura 1-
10B. 
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Figura 1-10: HOLODEC (HOLOGRAPHIC DETECTOR FOR CLOUDS), instrumento 
digital holográfico para la medición de constitución de las nubes. A) Fotografía del 
instrumento sobre la aeronave, B) Esquema de los componentes básicos para el registro 
de los hologramas. *Imágenes tomadas de: http://www.arm.gov/sites/aaf/workshop2008  
  
Un ejemplo de las reconstrucciones logradas con esta alternativa se muestra en la Figura 
1-11. Ya que los objetos de estudio son cristales con bordes abruptos bien definidos, sus 
reconstrucciones son fáciles de enfocar; además gracias a que el volumen de estudio es 
0.5cm2 se pueden estudiar diferentes muestras en un rango de tamaños considerable 
15um-2000um. 
 
Figura 1-11: Collage de reconstrucciones logradas con registros de 
HOLODEC.*Imágenes tomadas de: www.arm.gov/sites/aaf/workshop2008 
 
En resumen, la MHDL y en un panorama más general la holografía en línea son técnicas 
de formación de imágenes de gran versatilidad con diversas usos en caracterización de 
materiales, estudio de muestras biológicas, entre otras aplicaciones.  
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2. Modelamiento numérico de la MHDL 
2.1 Modelo analítico basado en scattering. 
Modelar la etapa de registro en la MHDL implica esencialmente, estudiar el esparcimiento 
(scattering) que sufre la fuente esférica de iluminación sobre la muestra de estudio. 
En el sentido estricto, para conocer el cambio que produce el objeto sobre el haz 
incidente, se debe estudiar la interacción luz-materia desde el punto de vista de 
excitaciones producidas por la incidencia de las ondas electromagnéticas sobre las 
partículas cargadas (protones y electrones) asociadas con los átomos y moléculas que 
componen el objeto. 
 
Las partículas cargadas son obligadas a formar dipolos con la incidencia del campo 
electromagnético, absorbiendo así parte de la energía entrante; seguidamente la energía 
absorbida se transforma parte en una onda electromagnética secundaria, ya que las 
cargas aceleradas en los dipolos producen a su vez radiación electromagnética y la parte 
restante puede ser absorbida permanentemente al disiparse en forma de calor. Las 
ondas secundarias no se propagan necesariamente con la misma dirección y/o fase de la 
onda incidente, tal que se produce una modificación sustancial en la estructura del 
campo propagante. 
 
Esta interacción atómica se cumple para toda la composición molecular de la muestra y 
para estados sólidos y líquidos no es independiente entre vecinos, es decir un dipolo 
puede afectar y verse afectado por sus dipolos consecutivos. Obtener una descripción 
analítica de todos estos procesos simultáneos es una tarea matemática imposible. Por lo 
tanto, es común caracterizar las propiedades ópticas de los objetos macroscópicos a 
través de cantidades de esencia estadística, cómo la reflectividad, transmitancia e índice 
de refracción que representan un comportamiento promedio de los fenómenos locales.  
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De esta manera la descripción del esparcimiento de un haz sobre un cuerpo 
macroscópico se puede aproximar a través de la simple difracción del haz sobre un 
objeto, que se supone homogéneo [1]. 
 
Varios esfuerzos han sido dirigidos a mantener la descripción física del esparcimiento lo 
más cercana posible a la realidad; Rayleigh en 1871 consideró el caso de un grupo de 
partículas dispersoras, bien separadas y de menor tamaño que la longitud de onda. Su 
conclusión llevó a determinar una proporcionalidad de 
41   para la intensidad de la onda 
dispersada. 
 
Gustav Mie en 1908 [2], desarrolló una expresión analítica para la dispersión de una 
onda plana sobre una esfera de tamaño e índice de refracción arbitrarios; aunque esta 
solución es bastante particularizada, la teoría aun es considerada de inmenso valor 
aplicable a una gran cantidad de casos [3]. 
 
Para retirar la limitación de iluminación plana Gouesbet et al [4] propusieron la 
generalización de la teoría de Mie (GLMT-generalized Lorentz-Mie Theory) con especial 
énfasis en haces gaussianos. La rigurosidad matemática de esta teoría la convierte en 
una opción computacionalmente costosa y el uso de haces gaussianos en particular, 
restringe el modelo a aperturas numéricas menores a 0.15 aproximadamente. 
 
El grupo de Guerrero [5] se encargó de la solución para la teoría generalizada de Mie en 
una iluminación esférica con una partícula ubicada en el eje óptico; es necesario sin 
embargo para reducir las ecuaciones a niveles manejables, introducir una aproximación 
paraxial en el radio de la onda divergente de iluminación, dicha aproximación se asemeja 
a la reducción binomial incluida en el planteamiento de la transformada de Fresnel [6].  
 
Considerando las limitantes en apertura numérica, la complejidad matemática y el costo 
computacional demandado por una solución analítica completa, se descartó la posibilidad 
de usar cálculos de scattering para la modelación de los hologramas en línea, objetivos 
de esta tesis. 
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2.2 Modelo analítico basado en fuentes puntuales. 
El primer acercamiento a la modelación de MHDL es el modelo propuesto por Kreuzer et 
al [7], el cual considera cada esparcimiento en la muestra como una segunda fuente 
puntual, tal que el holograma registrado corresponde a la superposición en amplitud de la 
onda esférica de iluminación con las fuentes secundarias correspondientes a todos los 
dispersores. Siendo un modelo analítico, no presenta limitaciones en las posiciones de 
las partículas ni en las aperturas numéricas permitidas.  
 
Figura 2-1: Esquema de planos del modelo analítico de Kreuzer. Cada objeto en O, se 




Analíticamente el modelo puede ser expresado partiendo de la ecuación (1-1) del 
capítulo anterior, reemplazando las ondas dispersadas y referencia por fuentes 
puntuales, tal que la intensidad viene dada por la expresión: 
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           (2-1) 
 
Donde r  es el vector de posición del plano de registro respecto a un sistema coordenado 
centrado en la fuente puntual de referencia, 'nr  es el vector posición de la partícula n, 
respecto al mismo sistema coordenado, Figura 2-1. 
El valor numérico de la amplitud de la referencia 0A  no tiene ningún efecto en la 
distribución espacial de intensidad  por lo tanto se elige arbitrariamente. La amplitud de la 
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onda esparcida 
   ndisp nA r  no está claramente definida en la propuesta de Kreuzer [7]; 
para el desarrollo de esta tesis se propone considerarla como: 
 







                 (2-2) 
 
De esta manera con la expresión 2-2 se considera la amplitud de dispersión como una 
función de la posición de los dispersores, ya que de acuerdo a su ubicación, cambia la 
amplitud de la referencia en el punto de ubicación dada por 
0 nA r .  
 
Un ejemplo del efecto de la posición de la partícula sobre el contraste de las franjas en el 
holograma se muestra en la Figura 2-2 
 
Figura 2-2: Efecto sobre el contraste de la amplitud esparcida. A) Holograma con 
100rz m , B) Holograma con 125rz m , C) perfiles seleccionados de ambos 





En el panel A de la figura anterior se muestra un holograma de contraste para una 
partícula a 100rz m  de la fuente; para este holograma, el rango de valores de 
intensidades conseguidos con la ecuación (1) es transferido óptimamente a la resolución 
elegida para las imágenes, en este caso de 8 bits. De esta manera si se emplea el mismo 
rango de valores de intensidad para una partícula a 125rz m  cuyo holograma se 
muestra en el panel B, el contraste en niveles de gris será menor tal y como lo 
demuestran los perfiles en el panel C. 
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Por otro lado, el modelo de fuentes puntuales es analítico y las distribuciones de 
intensidad calculadas están definidas idealmente sobre planos de registro de extensión 
infinita; sin embargo los hologramas se representan por matrices/imágenes finitas, es 
decir cantidades discretas que deben respetar el teorema fundamental del muestreo. Es 
posible que la frecuencia de las franjas calculadas en el holograma sea mayor a la 
frecuencia de muestreo dada por el tamaño de matriz y de pixel, en dicho caso se 
presenta sub-muestreo que se traduce en ruido de altas frecuencias en la reconstrucción. 
Para evitar este inconveniente, se ha adicionado al modelo una apodización en amplitud 
de las ondas dispersadas por cada partícula puntual. El ángulo sólido que define el grado 
de apodización se ajustó empíricamente y un ejemplo del beneficio que este entrega se 
muestra en la Figura 2-3. 
 
Figura 2-3: Efecto de la apodización. A) Holograma sin apodización, manteniendo la 
geometría de la figura 2-2, ahora con  , B) Nuevo Holograma con apodización. 
  
 
En el panel A de la Figura 2-3, se despliega el holograma calculado para una partícula a 
400um de la fuente en una geometría idéntica a la empleada en la Figura 2-2; en los 
bordes se evidencia la alta frecuencia de las franjas, las cuales desaparecen 
gradualmente empleando una apodización, cómo lo demuestra el panel B que representa 
el mismo holograma apodizado. Claramente reducir el contraste de las franjas de alta 
frecuencia implica perder información, sin embargo la ganancia en la eliminación del 
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ruido en las reconstrucciones, hace de la apodización un compromiso entre mejorar la 
reconstrucción y perder algo de información. 
 
La simpleza de este modelo contrasta con los alcances de aplicabilidad, ya que al 
suponer fuentes esféricas ideales provenientes de los dispersores, se están restringiendo 
sus geometrías a ser idealmente puntuales y por ende carentes de tamaño y forma; de 
esta manera la rigidez de la aproximación empleada convierte los hologramas obtenidos 
en distribuciones de intensidad lejanas de la mayoría de casos reales; este hecho se 
demuestra a continuación, en el estudio de una monocapa de micro-esferas de 
poliestireno: 
 
Figura 2-4: Comparación holograma experimental y modelo analítico con fuentes 
puntuales. A) Holograma experimental con  . B) Modelación del objeto correspondiente, 
los discos oscuros representan la posición de cada una de las fuentes secundarias, C) 
Holograma obtenido con el método analítico, *Imagen en A) tomada de [8] 
   
 
El panel A, de la figura anterior muestra el holograma experimental registrado para la 
monocapa cuya geometría aproximada se esquematiza en el panel B. 
Sorprendentemente la intensidad modelada con la expresión 2-1 produce el holograma 
del panel C. La observación apunta a una evidente la diferencia del mismo con respecto 
al registro experimental, demostrando así la falta de realismo del modelo. 
Para objetos bidimensionales, el modelo analítico permite una aproximación, si estos son 
descompuestos en una cantidad de puntos distribuidos con la máxima frecuencia de 
muestreo, es decir formar el objeto a partir de la combinación de múltiples puntos; sin 
embargo los cálculos son computacionalmente costosos por la cantidad de puntos que se 
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deben emplear y la representación obtenida carece de fidelidad cuando los objetos 
presentan geometrías complejas. 
 
Considerando las ventajas y desventajas que ofrece el método analítico de Kreuzer de 
fuentes puntuales, éste no se designó como el único modelo a emplear para los análisis 
de concentración; otras alternativas fueron evaluadas y serán descritas en las secciones 
subsiguientes. 
 
2.3 Modelos numéricos soportados en difracción. 
El rango de tamaños de partículas de interés para esta tesis de grado, permite reducir la 
necesidad de describir el complejo fenómeno de dispersión al cálculo de la difracción 
escalar sufrida por la iluminación con la presencia de la muestra, evaluando el frente de 
onda resultante en un plano posterior. 
En particular, el experimento de difracción que se pretende modelar es el de un frente de 
onda esférico incidente sobre un objeto opaco de geometría arbitraria, el cual puede ser 
representado por una función de transmitancia en amplitud. La difracción resultante 
deberá calcularse a una distancia controlada, requiriendo además, libertad para definir la 
apertura numérica del sistema. La aproximación de fuente puntual para la iluminación se 
espera que funcione correctamente, especialmente para el rango de apertura numérica 
de interés (mayor a 0.4); la restricción de objetos opacos asegura que no se presenten 
efectos refractivos, que deberían ser incluidos en caso de que los objetos sean 
translúcidos, aunque empleando funciones de transmitancia en amplitud y fase es posible 
acercarse a la descripción generalizada, este objetivo se escapa a los propósitos de la 
presente tesis de grado. El tamaño de las partículas será restringido a permanecer en un 
rango cercano al orden de la longitud de onda. 
 
2.3.1 Integral de difracción de Rayleigh-Sommerfeld. 
La teoría escalar de difracción parte de considerar la onda propagante como una 
perturbación en tiempo y en espacio ( , )A tr (dicha cantidad puede asociarse a cualquiera 
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componente de los campos con variación acoplada que producen la perturbación 
electromagnética propagante). Esta perturbación obedece una ecuación de propagación 














r                 (2-3) 
 
Donde n  representa el índice de refracción del medio de propagación, c  la velocidad de 
la onda en el medio y 
2  es el operador Laplaciano. Para una onda monocromática la 
perturbación se puede escribir como: 
 
      , exp 2A t e A i t r r                (2-4) 
 
Donde      , expA A t i   r r r  representa la amplitud compleja de la onda con fase 
inicial   r  y la frecuencia única del sistema se representa por  . Reemplazando la 
expresión (2-4) en (2-3) se obtiene una ecuación de propagación: 
 








   siendo el número de onda. La ecuación (2-5) es comúnmente 
denominada ecuación de Helmholtz y de su solución se obtiene el frente de onda en 
cualquier posición. 
La teoría de Rayleigh-Sommerfeld es una alternativa de solución para la ecuación 2-5, 
ideada para eliminar las inconsistencias de la propuesta de Kirchhoff [6]; la primera  
concluye en que el frente de onda en un plano posterior se puede obtener mediante la 
integración: 
 














              (2-6) 
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donde  0A r  es el campo en una posición  0 0 0 0, ,x y zr , R es un vector de mapeo 
entre todos los puntos de los frentes de onda en las posiciones inicial y final,  cos   es 
el factor de oblicuidad que se calcula como el coseno del ángulo que forma cada punto 
en el frente de onda propagado con un eje óptico y limitado al rango  2, 2  ,   es 
la extensión del frente de onda a propagar, Figura 2-5: 
 
Figura 2-5: Geometría en la integral de Rayleigh-Sommerfeld. A) Geometría de planos y 
ejes en la versión analítica. B) Geometría para la versión numérica. 
  
 
Para los cálculos numéricos se emplea la versión discreta de la ecuación 2-6, la cual se 
obtiene reemplazando la integración continua por una suma discreta y las amplitudes 
complejas por matrices complejas, cuyos tamaños definen las regiones de integración y 
observación. Finalmente se obtiene la expresión: 
 









A m x n y z A p x q y z
i R R  
                 (2-7) 
 
Con      
1/2
2 2 2
0 0 0R m x p x n y q y z z           




  , 0 0, , ,x x y y     como se muestra en la Figura 2-5 panel B. 
Implementar un algoritmo para realizar el cálculo descrito por la ecuación (2-7) es simple 
pero ineficiente; el cálculo completo equivale a la suma de *P Q  términos, cada uno 
correspondiente a la multiplicación de dos matrices de tamaño P Q  y cada cálculo 
A B 
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realizado para los M N  puntos del plano de observación. Dicho procedimiento es 
computacionalmente ineficiente en comparación a las alternativas basadas en 
transformada de Fourier, cuyo desempeño permite realizar cálculos de difracción en el 
orden de segundos; el costo temporal de este cálculo completo se muestra en la Tabla 2-
1. 
 
Tabla 2-1: Tiempos de cálculo de la ecuación 2-7 para diferentes tamaños de matrices y 
empleando bucles comunes y bucles paralelizados, empleando en un procesador Intel 
Core Quad 2.34GHz, con 4GB RAM. 







64 64  
 
6 2 
128 128  
 
36 28 
256 256  
 
455 537 
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En la tabla anterior se presenta el cálculo de un holograma de una partícula, 1.6 m  de 
diámetro a 0.4, 0.405AN m   , ubicada a 25rz m  de la fuente, para diferentes 
tamaños de matrices, evaluando en cada una el tiempo de cálculo aproximado. La 
implementación del cálculo completo de la transformada de Rayleigh-Sommerfeld incluye 
una doble sumatoria, que se puede codificar a partir de un único bucle tipo FOR, 
reemplazando la indexación de subíndice (parejas ,p q ) por indexación lineal.  
Adicionalmente las versiones más recientes de Matlab® incluyen librerías para 
implementar cálculos en paralelo, empleando bien sea recursos locales o una red 
interconectada de unidades de procesamiento. En este caso se implementó el cálculo en 
un procesador Intel Core Quad 2.34GHz, con 4GB RAM y mediante la instrucción 
PARFOR del programa Matlab® es posible aprovechar los cuatro unidades de 
procesamiento y optimizar el cálculo. En las últimas dos columnas se muestran los 
tiempos empleando FOR y PARFOR; los resultados indican que cuando las matrices son 
pequeñas es posible disminuir el tiempo de cálculo usando paralelización, sin embargo 
para tamaños de 256 pixeles en adelante el manejo de memoria involucrado dificulta la 
distribución de tareas y el bucle común FOR se hace más eficiente. 
 
A pesar de que esta estrategia no introduce ningún tipo de restricción en las geometrías 
que se pueden modelar, el alto costo computacional le convierte en una solución inviable. 
Futuras mejoras en las estrategias de paralelización podrían disminuir los tiempos a 
rangos de trabajo aceptables y el cálculo completo podría convertirse en una herramienta 
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comúnmente empleada y siendo el objetivo de esta tesis de grado modelar un gran 
número hologramas a diferentes concentraciones es fundamental la eficiencia y el 
tamaño de las matrices, por lo tanto el cálculo completo de Rayleigh-Sommerfeld no fue 
empleado posteriormente. 
 
2.3.2 Propagación mediante espectro angular. 
Ya que el proceso de difracción puede considerarse análogo a los sistemas lineales 
invariantes, es posible plantear una expresión para describir el frente de onda en 
términos de la combinación lineal de ciertas cantidades fundamentales; dicha alternativa 
es conocida como espectro angular. 
En este método de propagación, el análisis de Fourier del frente de onda entrega el 
espectro con contenido en frecuencias espaciales de un plano determinado; estas 
componentes de frecuencia pueden ser identificadas como ondas planas viajando en 
varias direcciones alejándose del plano inicial. El frente de onda posterior puede ser 
calculado como la adición de todas las ondas planas con desfases diferentes de acuerdo 
a la trayectoria recorrida. Matemáticamente se representa [6]: 
 
       
   
22
0, , , ,
, exp 2
x y x y
x y x y x y
A x y z f f z circ f f











            (2-8) 
 
donde ,x yf f  son las frecuencias espaciales correspondientes a las coordenadas ,x y ;
 0, ,x yf f z  representa el espectro del frente de onda en la posición 0z , el cual se 
puede calcular con la transformada de Fourier de  0, ,A x y z , dada por la expresión [6]: 
 
     0 0, , , , exp 2x y x y x yf f z A x y z i f x f y df df


    
              (2-9) 
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 ,x yH f f  representa la función de transferencia de la propagación en medios 
homogéneos, definida como [6]: 
 
 
       
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x y
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        

 
       .(2-10) 
 
El cálculo de propagación descrito por las ecuaciones (2-8), (2-9) y (2-10) puede 
reducirse a tres operaciones: i) transformada de Fourier del frente de onda inicial, ii) 
multiplicar punto a punto el espectro por la función de transferencia 2-10 y iii) 
transformada inversa de Fourier del producto.  
 
Con los desarrollos en transformada rápida de Fourier acumulados hasta el momento, el 
espectro angular es tanto un propagador exacto cómo fácil de implementar, pero que 
incluye una restricción inherente, el tamaño de pixel es idéntico en los dos planos de 
propagación, Figura 2-6.  
 
Figura 2-6: Planos para propagación con espectro angular. Los planos objeto O y 
cámara C, tiene el mismo tamaño de pixel. 
 
 
Aunque la alternativa de espectro angular permite obtener la propagación del frente de 
onda sin ninguna restricción de distancia, el hecho de que los tamaños de pixel en los 
planos de interés sean iguales dificulta la modelación de un frente de onda divergente. 
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Comúnmente el pixel de registro es del orden de 4 a 6um, por lo tanto la iluminación 
esférica incidiendo sobre el objeto tendrá que estar muestreada correctamente para el 
mismo tamaño de pixel; esto en definitiva introduce una restricción en la posición de la 
muestra. Adicionalmente, el objeto mismo estará modelado como una transmitancia con 
idéntico tamaño de pixel, tal que los tamaños de los objetos estarían restringidos a ser 
superiores a 4um.  
De esta manera el propagador de espectro angular no cumple con las condiciones pre-
establecidas para la modelación que se planteó al inicio de la sección y por lo tanto este 
propagador no será empleado posteriormente. 
 
2.3.3 Transformada de Fresnel. 
Como alternativa al costo computacional en el uso del propagador de Rayleigh-
Sommerfeld surge la transformada de Fresnel, entendible como una aproximación 
paraxial a la propagación del frente de onda, que logra reducir el tiempo de cálculo 
sacrificando información. 
En esencia, la aproximación de Fresnel involucra restringir los tamaños de los planos 
inicial y final a ser considerablemente pequeños en comparación a la distancia 
intermedia; dicha afirmación equivale a considerar una aproximación binomial para el R 
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          (2-11) 
 
En donde se han tomado los primeros términos en la expansión binomial de la raíz 
cuadrada que opera sobre el término entre corchetes; dicha aproximación está 
fundamentada en que el valor máximo de los numeradores  0m x p x    y  0n y q y  
, que en definitiva representan las extensiones de los planos, sean menores que la 
distancia de propagación 0z z .  
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Conocida como transformada de Fresnel, donde la aproximación  0R z z   se ha 
aplicado para los términos con R  en el denominador. 
Aprovechando la nueva forma matemática resultante, la ecuación 2-12 puede llevarse a 
una estructura de transformada de Fourier cuando en la exponencial de fase negativa se 
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Esta consideración permite optimizar el cálculo de propagación, gracias a la eficiencia 
lograda actualmente para el cálculo de transformadas de Fourier, en particular con el uso 
del ya reconocido algoritmo de transformada rápida [9]; sin embargo  introduce una 
restricción en cuanto al muestreo espacial de los dos planos, en concreto, los tamaños 
de pixeles deben respetar la relación:  0 0x z z P x    ,  0 0y z z Q y    . Dicha 
relación en particular favorece la modelación de campos divergentes, ya que para el 
tamaño de pixel en el plano final siempre será mayor al inicial, Figura 2-7. De esta 
manera la transformada de Fresnel se reduce finalmente a la operación: 
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En la ecuación anterior, el campo óptico se obtuvo de una transformada de Fourier, lo 
cual implica que las coordenadas de salida son coordenadas de frecuencia espacial, sin 
embargo para la transformada de Fourier estas frecuencias se definen como 
 0xf m x z z    y  0yf n y z z   ; es decir estas son proporcionales a las 
coordenadas espaciales, de tal manera que el campo de salida  , ,A m x n y z  , se 
considera descrito en función de las coordenadas espaciales escaladas. 
Debido a las relaciones 2-13, la transformada de Fresnel no permite establecer 
arbitrariamente la AN y la razón de muestreo del objeto 0 0,x y  , ya que si por ejemplo el 
muestreo del plano de observación es previamente definido (las cámaras poseen 
tamaños de pixel fijos) al igual que la posición de la fuente, las escuaciones 2-13 
determinarán un tamaño de pixel único, restringiendo así, los tamaños posibles en la 
muestra. 
  
Modelamiento numérico de la MHDL 37 
 
Figura 2-7: Planos para MHDL con propagación con transformada de Fresnel. Los 
tamaños de pixeles siguen las relaciones  0 0x z z P x    ,  0 0y z z Q y    . 
 
 
Claramente el uso exclusivo de los primeros términos de la expansión binomial para R 
implica una pérdida de información dentro del cálculo, lo que se traduce en la aplicación 
de la transformada únicamente para ángulos dentro del límite paraxial. Siendo el objetivo 
de esta tesis, modelar hologramas a aperturas numéricas superiores a 0.4, la 
transformada de Fresnel no servirá para estos propósitos y por ende se descarta como 
herramienta. Para ilustrar este punto se muestra en la siguiente el holograma con 
parámetros 0.4, 0.405 , 500 , 2r pAN m z m r m       . 
 
Figura 2-8: Comparación hologramas de contraste con transformada de Fresnel, panel 
A) y modelo analítico panel B). 
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La modelación analítica de Kreuzer [7], ha probado ser acertada para describir la MHDL, 
por lo tanto debe ser tomada como un punto de referencia cuando se presente una 
comparación con otro modelo. Con esto en mente, es claro que la deformación de las 
franjas en el holograma es opuesta de un holograma de contraste a otro; la deformación 
incorrecta presente en la transformada de Fresnel se produce por la aproximación 
paraxial incluida en su desarrollo. 
Existen algoritmos ya publicados para modelación de campos que eliminan la restricción 
entre los tamaños de pixeles; Lingfeng y Kim [10] plantean la combinación de la 
transformada de Fresnel y espectro angular para relajar la restricción en distancia de la 
aproximación de campo lejano. El mismo principio podría ser usado para propagar desde 
la transmitancia objeto hasta el plano con el tamaño de pixel deseado, ya que dicha 
distancia no siempre coincidirá con la posición deseada para el registro, finalmente, se 
puede emplear un propagador de espectro angular para llegar al plano deseado 
manteniendo el pixel invariable. Así se tendría una herramienta de modelación sin las 
condiciones de la ecuación (2-13); pero continuar usando la aproximación de Fresnel 
significa mantenerse en el limitado dominio paraxial. 
Zhang y Yamaguchi [11] proponen un esquema de doble transformada de Fresnel 
introduciendo un plano intermedio de propagación, permitiendo así el control de la 
magnificación en el plano de observación a través del cociente entre las distancias 
medidas entre los tres planos. Sin embargo, de nuevo los resultados obtenidos se 
asemejan a los del panel A en la Figura 2-8 limitados por la aproximación paraxial de 
Fresnel. 
 
2.4 Modelo numérico implementado, alcances y 
limitaciones 
Alejarse del dominio paraxial en el cálculo de propagación implica retomar el cálculo 
completo de Rayleigh-Sommerfeld, considerando una aproximación menos fuerte que la 
de Fresnel, pero que al mismo tiempo permita optimizar el cálculo a una transformada de 
Fourier. 
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La solución a este planteamiento fue presentada por Zeng et al [12], quienes re-
examinaron la solución de la ecuación de Helmholtz (2-5) para la propagación de un haz 
gaussiano bajo la aproximación de campo lejano, encontrando un comportamiento 
diferente al haz gaussiano convencional, especialmente para ángulos de divergencia 
fuera del dominio paraxial. Este nuevo haz gaussiano general, no puede ser descrito por 
dos expresiones independientes para los ejes vertical y horizontal, ya que la propagación 
en ambos sentidos sufre un acople, este último hecho será evidente más adelante. 
Engelberg y Ruschin [13] adaptaron la idea de Zeng en un panorama más orientado 
dentro de la propagación de campos generales; los autores presentan la solución como 
la adaptación de la transformada de Fresnel para haces no paraxiales. El kernel de este 
nuevo propagador no es separable en coordenadas cartesianas, por lo que incluye los 
efectos de acoplamiento de direcciones perpendiculares denominados efectos de 
acoplamiento astigmático en esta publicación.  
A pesar de que ahora con esta propuesta queda eliminada la restricción de régimen 
paraxial, persiste aún el problema de la restricción en el muestreo espacial derivado en la 
ecuación (2-13). Para remediar este problema se implementó la idea propuesta por 
Bluestein [14] quien plantea introducir una identidad matemática dentro del Kernel de la 
transformada de Fourier, generando dos nuevas funciones complejas, que 
posteriormente derivan en tres nuevas transformadas de Fourier cuyos Kernel no 
contienen las restricciones dadas en (2-13). 
Para las modelaciones de esta tesis de grado se combinaron las ideas de Zeng y 
Bluestein para tener una herramienta que permite modelar hologramas en línea con 
aperturas numéricas superiores a 0.4, adaptación que se cree, no ha sido publicada aún. 
A continuación se presenta la derivación analítica detallada del propagador, que 
denominaremos Transformada de Fresnel Modificada (TFM): 
Para plantear la nueva aproximación de Fresnel, el valor de R  es reducido con una 
estrategia diferente a la empleada en la transformada de Fresnel: 
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donde      
1/2
2 2 2
0'R z z m x n y       
, de esta manera introduciendo esta 
aproximación para R  dentro de la función exponencial y 'R R  para el término en el 
denominador. Dentro de la ecuación 2-7  aparecen tres nuevos términos exponenciales, 
producto de los tres términos dentro de los corchetes en la última línea de la ecuación 
anterior: 
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De nuevo la función exponencial negativa puede igualarse a un kernel de transformada 
discreta de Fourier, obteniendo nuevas restricciones a los tamaños de pixeles, similares 
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              (2-17) 
 
Sin embargo la relación 2-17 es implícita para el tamaño de pixel de salida, tal que las 
coordenadas de frecuencia espacial son 'xf m x R  , 'yf q y R  ; de esta manera 
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las coordenadas espaciales de salida no será lineales con respecto a las coordenadas de 





































             (2-18) 
 
Estas coordenadas espaciales tienen un tamaño de pixel que varía con la posición sobre 
el plano; por lo tanto, ya que lo habitual es representar los campos a través de matrices 
con distribuciones espaciales regulares, el resultado de la ecuación 2-16 deberá 
interpolarse un nuevo sistema coordenado con tamaños de pixeles constantes ' 'x y y  . 
En la siguiente figura se muestra la diferencia entre el sistema coordenado interpolado y 
el sistema coordenado de la expresión 2-18. 
 
Figura 2-9: Esquema de las coordenadas en la ecuación 2-18 y las coordenadas de 




En la Figura 2-9 se observa que las coordenadas de salida en la transformada son no 
lineales y presentan distorsión negativa, las coordenadas rectangulares internas son las 
empleadas como coordenadas de salida para la interpolación. 
 
La interpolación necesaria se puede asociar a incluir en la propagación los efectos de 
altas aperturas numéricas (superiores a 0.2) que no estaban presentes en la 
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transformada de Fresnel, lo que hace a este propagador una solución más completa de 
la integral de Rayleigh-Sommerfeld. Sin embargo persiste un problema en el propagador, 
este es la presencia de las restricciones en los tamaños de pixeles en ambos planos. 
Bluestein [14] propuso introducir las identidades  




22 2 2nq n q n q    
 
, para eliminar las restricciones los tamaños de los pixeles, ya 
que permite reemplazar la transformada de Fourier por una operación de convolución; el 
resultado de reemplazar ambas identidades en la ecuación (2-17) es: 
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        (2-19) 
 
Donde se ha aproximado el término 
       
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R z
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  con el fin de 
recuperar la conocida fase de Fresnel. La estructura que adquiere la ecuación, permite 
interpretarla como una operación de convolución entre las funciones: 
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El teorema de convolución puede aplicarse para este caso, cuando se asegure la 
propiedad de circularidad mediante la aplicación de una operación de padding sobre la 
función  0 0 0, ,A p x q y z   para llevarla a un tamaño 2 2P Q [14], dicha operación, 
permite incrementar el tamaño mediante la inclusión simétrica de nuevos pixeles en los 
bordes de la matriz. 
De esta manera se llega a la ecuación (2-21), que se denominará transformada 
modificada de Fresnel, obteniendo una herramienta para calcular hologramas de objetos 
bidimensionales arbitrarios, que permite ajustar fácilmente la apertura numérica del 
sistema. 
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       (2-21) 
 
El procedimiento para obtener los hologramas de contraste a partir del propagador de 
TFM es el siguiente: i) Generar la transmitancia de amplitud del objeto, ii) multiplicar por 
la iluminación esférica evaluada sobre el plano objeto (asegurando un correcto muestreo 
de la fase), iii) Propagar el frente de onda resultante usando la ecuación 2-21; calcular el 
módulo cuadrado del resultado, iv) interpolar el holograma resultante, de acuerdo a la 
transformación de coordenadas de la ecuación 2-18. Una vez se obtiene el holograma 
del objeto, se calcula un holograma sin objeto (siguiendo los mismos pasos excepto el 
primero) y seguidamente se calcula el holograma de contraste, como la resta punto a 
punto. 
Un ejemplo de un holograma de contraste modelado a una apertura numérica de 0.52 se 
muestra en la figura 2-10B, con la transmitancia desplegada en la figura 2-10A.  
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Figura 2-10: Ejemplo de holograma logrado con el modelo numérico implementado. A) 




Retomando la comparación con el holograma experimental de una monocapa de esferas 
(Figura 2-4), se modeló un holograma de un objeto aproximado al real, buscando una 
nueva comparación, el resultado se muestra en la siguiente figura: 
 
Figura 2-11: Comparación holograma experimental y modelo numérico con TFM. A) 
Holograma experimental con 0.45AN  . B) Transmitancia aproximada del objeto 
correspondiente, C) Holograma obtenido con el método numérico. 
*Imagen en A) tomada de [8] 
   
 
En la figura 2-11C se despliega el holograma de contraste resultante de la transmitancia 
en la figura 2-11B; es evidente la similitud entre los dos hologramas probando la validez 
del modelo numérico para aproximar un holograma experimental y su clara superioridad 
sobre el modelo analítico. 
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2.4.1 Alcances y limitaciones 
Al igual que todas las estrategias de modelación de campos que provienen de 
aproximaciones a la integral difracción de Rayleigh-Sommerfeld, la transformada de 
Fresnel modificada tiene limitaciones en cuanto al rango de geometrías que se pueden 
modelar correctamente. 
 
i) Distancia mínima. 
La aproximación realizada sobre R  sigue siendo una consideración de campo lejano, por 
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.             (2-22) 
 
Para distancias menores las fases en la transformada modificada presentan submuestreo 
dando lugar a errores en la propagación. 
 
ii) Posición de la muestra 
Al modelarse la iluminación como una fuente puntual, debe asegurarse el correcto 
muestreo de la fase sobre el plano objeto, siendo la fase de la iluminación descrita por: 
 
     
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           (2-23) 
 
el teorema de muestreo establece que para que la fase este apropiadamente 
muestreada, la frecuencia medida en unidades de ciclo/pixel deba ser menor a 
1/2ciclo/pixel [6], por lo tanto mediante operaciones de simplificación sencillas puede 
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Esta condición relaciona la posición de la muestra rz  con el tamaño del pixel del objeto 
0x  el cual puede a su vez relacionarse con la apertura numérica. Dada la apertura 
numérica del objeto, la manera de interpretar la ecuación 2-24 es la siguiente: existe una 
distancia máxima asociada a un cierto tamaño de pixel hasta la cual la fase esférica no 
presenta sub-muestreo. 
 
iii) Apertura numérica. 
La apertura numérica máxima está determinada por la relación (2-18), la cual introduce 
una limitación con la raíz cuadrada en el denominador, cómo se demuestra a 
continuación: 
Si se reemplaza en la ecuación 2-18, la definición para las frecuencias espaciales 
 0'xf m x z z   ,  0'yf q y z z    que dependen linealmente de las 
coordenadas de interpolación, se obtiene la relación entre las coordenadas no lineales y 
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Naturalmente, la transformación anterior está restringida a intervalos donde la raíz en el 
denominador produzca valores reales; de tal manera que para pixeles cuadrados, y 
teniendo en cuanta que el máximo valor de m es / 2M , el radicando debe cumplir la 
relación,   02 1 2M x z z   , tal que finalmente al reescribir esta desigualdad en 
términos de la apertura numérica se obtiene el criterio 0.577AN  , que representa el 
límite superior de AN que puede modelarse con el presente método. 
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2.4.2 Objetos volumétricos. 
Si se requiere modelar un holograma de un objeto tridimensional utilizando únicamente 
propagadores de frente de onda, se requeriría llevar la iluminación sobre todos los planos 
intermedios hasta llegar al plano de registro, con un número de propagaciones igual al 
número de transmitancias necesarias para modelar el objeto. Sin embargo, cómo se 
estableció anteriormente la transformada de Fresnel modificada tiene una restricción de 
distancia mínima de aplicación y ya que los planos intermedios alejándose de la fuente 
crecen en tamaño, la distancia mínima variará de un plano intermedio a otro, por lo tanto 
no se podría representar la muestra mediante un conjunto simétricamente distribuido de 
planos intermedios. Adicionalmente la cantidad de planos intermedios posibles disminuye 
drásticamente con la apertura numérica, permitiendo tan sólo hacer un pobre muestreo 
axial de la muestra. 
 
De esta manera, considerar propagar el frente de onda a través de planos intermedios es 
una alternativa poco interesante y eficiente. Para superar esta dificultad, en esta tesis de 
grado se propone construir un holograma de contraste de un conjunto de objetos, como 
la superposición de los hologramas de contraste de los objetos obtenidos 
individualmente.  
 
Cómo se anticipó en el capítulo I, un holograma de contraste de un conjunto de 
dispersores se puede escribir como: 
 








I t A t A t
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 r r r              (2-26)  
 
donde    , exp /refA t ikr rr , con 2 /k    y  la longitud de onda de luz empleada, 
es la amplitud compleja de la onda de referencia, 
   ,iespA tr  es la amplitud compleja de la 
onda esparcida por la i-ésima partícula y N es la cantidad de partículas en la muestra. La 
variable temporal de (2-26) se puede eliminar, puesto que se registra un patrón de 
interferencia en el marco del tiempo de integración del sensor utilizado. Simplificando la 
ecuación, empleando la aproximación de régimen de Gabor y calculando el holograma de 
contraste correspondiente se obtiene la siguiente expresión: 
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Los dos términos en la expresión anterior son los que dan lugar a la pareja de imágenes 
gemelas en la reconstrucción. De esta manera el objetivo es llegar a una expresión 
idéntica a la ecuación 2-27, planteando el holograma de contraste del conjunto como una 
superposición lineal de los hologramas individuales, matemáticamente esto sería 
equivalente a: 
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Expandiendo la expresión y superponiendo los hologramas de contraste se obtiene: 
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La diferencia en este resultado con respecto al derivado en la ecuación (1-2), es la 
ausencia de términos cruzados de la interferencia entre dispersores, en cambio sólo 
resultan la superposición de las intensidades de cada dispersor. 
Sin embargo, el régimen de Gabor establece que tanto la contribución en intensidad 
como en interferencia proveniente de los dispersores puede ser descartada debido que 
estas fluctuaciones son en muchos más bajas en rango dinámico que las franjas propias 








 r r  puede ser despreciado de 
nuevo y el resultado es idéntico a la ecuación 2-27. De esta manera el holograma de 
contraste de cada uno de los dispersores viene dado por: 
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               **i i iref esp ref espI A A A A r r r r r .            (2-30) 
 
Tal que finalmente se puede concluir que el holograma de todo el volumen se deriva de 
la sumatoria de hologramas de contraste individuales: 
 







r r .               (2-31) 
 
Con la libertad de sumar libremente los hologramas individuales, es posible hacer un 
muestreo axial sin ninguna restricción entre planos intermedios. El modelo se vería 
limitado únicamente por las condiciones de muestreo que deben respetarse en la 
modelación de un objeto plano y que  se listaron previamente. 
En la figura 2-12 se muestra un holograma de contraste de un conjunto de 5 esferas de 
2 m  de diámetro, con parámetros 0.52, 0.405AN m   , la posición de la esfera 
más cercana es 50rz m , con una profundidad de muestra 100mz m  y ubicadas 
simétricamente con separación de 25 m . 
 
Figura 2-12: Modelación de hologramas de objetos 3D. A) Esquema de la distribución de 
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2.5 Comparación de los modelos analítico y numérico 
Para estimar la validez del modelo numérico, la siguiente figura muestra dos hologramas 
de contraste obtenidos mediante los métodos descritos, analítico (fuentes puntuales de 
Kreuzer [7]) y numérico (transformada modificada de Fresnel), de un coloide mono-
disperso con concentración 0.059 /mC mg mL  y demás parámetros 
0.55, 0.405 , 50AN m zr m     , 110 , 1m pz m r m   . 
 
Figura 2-13: Comparación cualitativa de modelos. A) Holograma de contraste con el 
modelo numérico de transformada modificada de Fresnel, B) Holograma de contraste con 
el modelo analítico, modelo de Kreuzer. 
  
 
De la Figura 2-13 es evidente la similitud entre los hologramas, aunque es claro que el 
holograma numérico es un modelo más cercano a la realidad por incluir el tamaño del 
objeto dentro del modelo, para el radio de partícula elegido, la variación espacial de las 
franjas coincide en buena medida entre ambos modelos. Además, es claro que hay 
diferencias entre las fases de las ondas esparcidas incidentes entre un modelo y otro, lo 
que produce que los centros de los anillos en ambos modelos no se observen igualmente 
brillantes u oscuros. 
 
Para hacer una comparación cuantitativa entre los dos modelos, la siguiente figura 
muestra una medición de la excentricidad de las franjas, para un conjunto de hologramas 
donde la partícula se desplaza lateralmente alejándose del centro: 
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Figura 2-14: Medición de la excentricidad del anillo central, como función de la posición 





Para cada holograma (con los dos modelos) se ha medido la excentricidad del anillo 
central oscuro, empleando una versión binaria de la imagen y posteriormente evaluando 
la excentricidad del elemento binario correspondiente al anillo central. El resultado en 
función de la distancia transversal de la partícula al centro se muestra en la Figura 2-14B. 
La excentricidad es nula para la partícula en el eje óptico, ya que los anillos son 
perfectamente circulares, y a medida que la partícula se aleja, los anillos se deforman 
incrementando la función. La semejanza entre las dos curvas demuestra la coherencia 
entre el modelo analítico y modelo numérico planteado. 
 
La tabla 2-2 presenta un cuadro comparativo entre ambos modelos, estableciendo las 
ventajas y desventajas de trabajar con cada uno. Para el resto del desarrollo de esta 
tesis, se plantea usar constantemente los dos modelos para brindar así una estimación a 
la concentración respaldada en dos alternativas diferentes. 
A 
B 
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Tabla 2-2: Resumen comparativo entre modelos. 
Método Analítico (Kreuzer). Método Numérico. (Transformada modificada de Fresnel) 
Sólo objetos puntuales. 
Objetos de cualquier forma, considerando el muestreo espacial 
0x . 
Sólo objetos de amplitud. 
Transmitancia puede  ser compleja, con fase restringida por el 
muestreo. 
No hay límite de AN. AN máxima 0.577. 
No representa el experimento. Representa en buena medida el experimento. 
Operaciones involucradas: suma y 
multiplicación de matrices complejas. 
Operaciones involucradas: suma y multiplicación de matrices 
complejas, transformadas de Fourier, interpolaciones. 
Sin restricción en la posición de la 
muestra. 
Evolución axial del tamaño de pixel objeto determina la 
distancia máxima para posicionar la muestra. 
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3. Algoritmos de reconstrucción de 
hologramas en línea y seguimiento de 
partículas 
3.1 Estrategia de reconstrucción de hologramas en línea 
Cómo se mencionó en el capítulo I, la reconstrucción del holograma en MHDL 
corresponde a un proceso de difracción de una onda esférica sobre el patrón de franjas 
de contraste, si se requiere que la reconstrucción sea una copia exacta del objeto 
original, la onda a difractar debe ser una réplica exacta de la onda empleada en el 
registro.  
 
Tratándose de holografía digital en línea, la reconstrucción es llevada a cabo 
computacionalmente a través de la transformada de Kirchoff-Helmholtz [1]: 
 
      2exp /K I ik d r

    r r r                (3-1) 
 
donde  , ,x y Lr  representa las coordenadas en el plano de registro  , L es la 
distancia del centro del plano de registro a la fuente,  I r  es el holograma de contraste y 
 , ,x y z    son las coordenadas del plano de reconstrucción. El resultado de la 
ecuación (3-1) es la amplitud compleja que representa las imágenes gemelas y, de 
acuerdo a la posición del plano con respecto a la fuente, se observará una de ellas. 
 
Las imágenes gemelas se ubican simétricamente alrededor de la fuente [2]; ubicando el 
plano de reconstrucción en el espacio entre la fuente y la cámara se podrá observar la 
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formación de la denominada imagen real enfocándose en el mismo plano de ubicación 
del objeto en la etapa previa de registro. Para toda distancia de reconstrucción, ambas 
imágenes se encuentran espacialmente superpuestas, sin embargo en el espacio entre la 
fuente y la cámara, sólo la imagen real es claramente visible, esto se debe a que la 
reconstrucción se realiza a través de una onda esférica con la amplitud decayendo con el 
inverso de la distancia; de esta manera el contraste de la imagen virtual será más bajo 
(en el espacio entre la fuente y la cámara) en comparación al contraste de la imagen real, 
ya que la distancia de desenfoque será mayor. 
 
Una implementación directa del cálculo de la ecuación 3-1, sería al igual que la integral 
de difracción de Rayleigh-Sommerfeld, restrictivamente ineficiente con tamaños de 
matrices del orden de 1024 en adelante. De esta manera se deben emplear 
aproximaciones que reduzcan la ecuación a operaciones más eficientes, tales como 
transformadas de Fourier. 
 
La propuesta patentada de Kreuzer [3] para la reconstrucción de hologramas es una 
completa y eficaz herramienta para la reconstrucción en MHDL. Para la presente tesis de 
grado se implementó una versión del algoritmo de Kreuzer en Matlab, partiendo de la 
información técnica de la patente de libre uso académico. 
 
El algoritmo patentado emplea una transformación de coordenadas sobre la ecuación 3-1 
para remover la no-linealidad del factor de fase; esto implica incluir una interpolación 
sobre el holograma de contraste para generar una distribución de intensidad equidistante; 
de esta manera la operación se reduce a una transformada de Fourier del holograma 
interpolado, convirtiendo el cálculo casi en una evaluación directa de la transformada de 
Kirchoff-Helmholtz.  
 
La estrategia de reconstrucción de Kreuzer se resume en los siguientes pasos: 
 
i) Transformar la distribución de intensidad con el cambio de coordenadas: 
 




















2 2 2R x y L   . Transportando el cambio de coordenadas a la transformada de 
Kirchoff-Hemlholtz, se obtiene una linealización del factor de fase: 
 
     
'
' ' ' exp ' 'm m mK dx dy I ik x x y y L

   r r              (3-3) 
 
donde  'I r  es la distribución de intensidad en el nuevo sistema coordenado y viene 
dada por: 
       
4
' ' exp 'mI I L R ikz R Lr r               (3-4) 
 
con    
1/2
2 22' ´ ´R L x y   
 
. La transformación de coordenadas (3-2) modifica el 
holograma de contraste con una distribución simétrica, rectangular y uniformemente 
distribuida a la forma de barril, como se ilustra en la Figura 3-1. 
 
Figura 3-1: Muestra de la transformación de coordenadas 3-1. 
 
 
La distribución de puntos representa las coordenadas primadas, los círculos las 
coordenadas originales. De esta manera la nueva distribución de intensidad  'I r  estará 
muestreada en una distribución no homogénea de puntos. La transformación del 
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holograma es análoga a proyectar este mismo de un plano a una esfera, buscando que 
en el nuevo plano coordenado la fase en la transformada Kirchhoff-Helmholtz tenga una 
estructura lineal. 
 
ii) Interpolar el holograma transformado a un muestreo rectangular: 
Para que el cálculo en el nuevo sistema coordenado sea operable a través de una 
transformada discreta de Fourier, se debe asegurar una que la función esté representada 
en una malla de puntos regularmente dispuestos, para ello se interpola la distribución de 
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   
 
             (3-5) 
 
La versión discreta de la transformada es: 
 
     
1 1
, ' ' ' ', ' exp ' '
M N
x y x y
m n
K s t x y I m x n y ik ms x nt y L   
 
            
        (3-6) 
 
Donde  ' ', 'I m x n y   representa el holograma interpolado después de la transformación 
de coordenadas. Un ejemplo del resultado de esta etapa se muestra en la figura 3-2: 
 








En el holograma interpolado se nota claramente la estructura de barril similar a la 
mostrada en la Figura 3-1, esta estructura se hace más visible conforme aumenta la 
apertura numérica; el espacio en color negro representa ausencia de información, ya que 
la interpolación sólo puede llevarse a cabo dentro de un intervalo en que se tenga 
información. Los parámetros para modelar este holograma son: 
0.5, 0.405 , 100rAN m z m     . 
La expresión 3-5 puede ser ajustada a una transformada discreta de Fourier, lo cual 
incluiría una restricción involucrando los tamaños de los pixeles en los dos planos de 






















.               (3-7) 
 
Dicha restricción, ya presentada en el capítulo anterior puede eliminarse empleando 
apropiadamente la identidad matemática propuesta por Bluestein [4], de tal manera que 
la transformada de Fourier en 3-5 se reduce a una operación de convolución. 
 
iii) Reescribir la transformada de Kirchoff-Helmholtz como una convolución. 
La identidad matemática de Bluestein aplicada a este caso está dada por 
  22 2 / 2sm s m s m     y   22 2 / 2tn t n t n    , introduciendo ambas en la 
ecuación 3-6, el resultado es: 
 
   
   
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          
 
        
 
         
 
          (3-8) 
 
Expresión que puede interpretarse como una convolución entre las funciones: 
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 
           (3-9) 
 
De esta manera aplicando el teorema de la convolución a la expresión 3-8 y empleando 
transformadas rápidas de Fourier, el último paso en el proceso de reconstrucción se 
resume como: 
   




, ' 'exp ' ' 2x y x yK s t x y ik s x t y L
FFT FFT f FFT f
   

          
 

         (3-10) 
 
En la expresión anterior, gracias a que las transformadas de Fourier son directas, es 
decir no existe ninguna restricción en su Kernel, los tamaños de pixeles pueden definirse 
arbitrariamente tanto en el plano objeto como en el plano de observación. 
La reconstrucción del holograma interpolado de la figura 3-2, obtenida mediante el 
cálculo de la ecuación anterior, se muestra a continuación para diferentes planos. 
 
Figura 3-3: Múltiples planos de reconstrucción para el holograma de la figura 3-2 
 
 




La figura tiene mejor enfoque, determinado cualitativamente con la definición de los 
bordes del objeto, para una distancia de reconstrucción de 102rcz m  lo que 
concuerda en buena medida con la distancia empleada para modelar el correspondiente 
holograma de contraste. 
 
Finalmente se tiene una herramienta numérica que permite reconstruir los hologramas en 
línea modelados, sin ningún tipo de restricción espacial. 
 
3.2 Algoritmos de conteo y medición de posición de 
partículas en una muestra volumétrica 
 
El interés de la presente tesis de maestría se centra en el estudio de sistemas coloidales 
monodispersos, es decir distribuciones tridimensionales de esferas del mismo tamaño. 
De esta manera realizar el enfoque manualmente de cada partícula sería una tarea 
desgastante e ineficiente y será por ende necesario establecer e implementar 
herramientas para el conteo de las partículas lo más automáticamente posible. 
El problema del enfoque en holografía digital ya ha sido ampliamente investigado, sin 
embargo no existe una solución que se desempeñe adecuadamente para todos los 
casos, contrario a esto existen diferentes alternativas que funcionan bajo condiciones 
controladas. 
 
La propuesta de Dubois et al [5] sirve para determinar el plano de mejor enfoque en la 
reconstrucción de un holograma, con base en calcular la integral del módulo de la 
amplitud reconstruida como función de la distancia de reconstrucción; para objetos puros 
de amplitud esta cantidad es mínima en el plano de mejor enfoque. El parámetro 
presenta un buen funcionamiento para hologramas de un objeto pero falla claramente 
para muestras con múltiples objetos, ya que no se logra obtener un mínimo en la curva 
de enfoque para cada objeto. Antkowiak et al [6] plantearon usar localmente el parámetro 
de enfoque de Dubois, definiendo una región de interés cuyo tamaño debe ser 
ligeramente mayor al tamaño de las partículas; sin embargo la elección del tamaño de la 
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región de interés es crítica en el correcto funcionamiento del parámetro de enfoque, lo 
que lo convierte en una alternativa poco eficiente. 
 
Algunos métodos aprovechan el carácter complejo resultante de la propagación para 
determinar el plano de enfoque; Pan y Meng [7], muestran que es posible detectar la 
posición axial de una partícula, analizando una caída en la varianza de la parte compleja 
del campo, en una pequeña vecindad alrededor de la partícula. Dicha idea no aplica para 
iluminación esférica, ya que la caída se debe exclusivamente a la consideración de una 
referencia plana de fase nula. Soontaranon et al [8] emplean la transformada ondita para 
reconstruir los hologramas y posteriormente para ubicar las partículas, esta alternativa 
funciona bien sólo cuando se tienen pocas partículas dentro del campo de visión. Soulez 
et al [9] proponen la construcción de un holograma sintético mediante un proceso 
iterativo que ajuste el holograma a reconstruir con un holograma analíticamente 
construido. La dificultad evidente de usar esta alternativa para MHDL es la falta de una 
expresión analítica para altas aperturas numéricas y con partículas de tamaño real. Fugal 
et al [10] evalúan la agudeza de los bordes conforme cambia la distancia de 
reconstrucción, así les es posible identificar con buena precisión cristales de hielo dentro 
de las nubes; sin embargo cuando trata de aplicarse a objetos simétricos como las 
partículas esféricas en los coloides mono-dispersos, los bordes no se definen tan 
claramente y por ende no es posible detectar adecuadamente las partículas. La 
alternativa más simple y comúnmente empleada, particularmente en el estudio de 
partículas pequeñas, es la evaluación de la intensidad del centro de la partícula para 
diferentes distancias; tal que para el plano de mejor enfoque se obtiene un máximo 
absoluto en la curva. Fournier et al [11] y Masuda et al [12] emplearon esta idea para el 
conteo de partículas pequeñas, representadas en 3 pixeles de diámetro. 
 
La alternativa propuesta en esta tesis de maestría, recoge elementos de algunos de los 
anteriores algoritmos introduciendo un aporte nuevo en el criterio de selección de 
partículas, el algoritmo de conteo se resume en 6 etapas, que serán descritas a 
continuación para realizar el análisis del holograma en la siguiente figura: 
  




Figura 3-4: Holograma de contraste para ejemplificar el algoritmo de conteo. A) 




Los parámetros para este holograma son: 
5.3 , 6 1024 , 50 , 110 , 0.405 , 0.50, 24, 1r m p pL mm W m z m z m m AN N r m             
. 
i) Obtener proyección axial del volumen de reconstrucción 
Inicialmente se define un intervalo de distancias de reconstrucción, determinando así un 
volumen de reconstrucción. De este intervalo de reconstrucción se pueden calcular 
proyecciones, sobre los tres planos XY, XZ, YZ, Figura 3-5; la proyección XY es en 
particular interesante ya que contiene todas las partículas concentradas en un único 
plano (representadas como puntos) lo cual posibilita ubicar trasversalmente cada 
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            (3-11) 
 
Donde  , ,KI m n z  es la matriz de intensidad de la reconstrucción en la distancia z . El 
número de planos rN  es definido por el usuario, teniendo en cuenta la exactitud con la 
que desea contar las partículas o también la resolución longitudinal presente en el 
sistema; el paso uniforme entre planos en el volumen de reconstrucción es 
1m rz z N   . La expresión 3-11 permite obtener la proyección axial, sumando las 
intensidades normalizadas en área para cada plano, esto con el fin de eliminar los 
efectos del decaimiento de la intensidad por la onda esférica de reconstrucción.  
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La siguiente figura muestra las tres proyecciones calculadas para el holograma en la 
figura 3-4, Las proyecciones sobre los otros dos planos principales tiene expresiones 
similares a la 3-11 y se muestran en la figura sólo con como ilustración: 
 
Figura 3-5: Proyección sobre los planos principales del volumen de reconstrucción. A) 
Proyección sobre los tres planos principales, los ejes XYZ en coordenadas de pixeles, B) 
Proyección axial (Pxy). 
  
 
ii) Mejorar imagen de la proyección axial. 
La proyección axial recibe la contribución tanto de los planos de mejor enfoque cómo los 
planos desenfocados, por lo tanto, es de esperarse que aunque las partículas puedan 
distinguirse en la imagen, igualmente aparecerán ruidos que afectarán la identificación 
transversal de las partículas. Se incluye una etapa de procesamiento de imágenes para 
mejorar la proyección, la operación elegida es restar de la imagen original una imagen 
sintética obtenida de una operación de opening [13], lo cual equivale aproximadamente a 
un filtro paso alto. 
La imagen mejorada se muestra en la Figura 3-6A. 
  




Figura 3-6: Procesamiento sobre la imagen de proyección. A) Imagen de proyección 
mejorada, B) Imagen correspondiente binarizada. 
  
 
El tamaño de la ventana en la operación de opening es definido por el usuario y debe 
elegirse como un tamaño ligeramente mayor al diámetro de la partícula; en caso de que 
esta relación no sea cumplida, el filtro no funcionará cómo se espera y la probabilidad de 
error aumenta drásticamente. 
 
iii) Detección de partículas en la proyección. 
Con la imagen de la proyección mejorada, se realiza un proceso de binarización y 
posterior indexación (conteo de elementos en la imagen binaria) que corresponden a la 
detección transversal de la partícula. El umbral para la binarización se elige mediante un 
esquema sencillo de optimización donde se busca igualar la cantidad de elementos 
contados con la cantidad de partículas en la muestra, incrementando o disminuyendo el 
valor del umbral hasta satisfacer dicha condición. La optimización empleada es una 
búsqueda tipo gradiente donde la función de mérito es la diferencia entre la cantidad de 
elementos binarios y la cantidad de partículas esperadas en la muestra. Una muestra de 
una imagen binaria de la proyección se muestra en la Figura3-6B.  
 
Conocer previamente la cantidad de partículas en la muestra optimiza el tiempo para el 
proceso de conteo, en caso de que no se conozca esta cantidad, se puede emplear un 
valor estimado por el usuario, de tal manera que se puedan presentar dos casos: i) si el 
valor estimado es menor que la cantidad real de partículas, la cantidad de detecciones 
será muy baja ya que muchas partículas han sido omitidas; ii) si el valor estimado es 
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superior al valor real, la cantidad de mediciones falsas será muy alta y naturalmente se 
requerirá mucho más procesamiento en parte innecesario. 
 
Aunque la imagen de proyección haya sido filtrada, es probable que algún ruido 
permanezca en la imagen y que pueda ser detectado como un elemento en la imagen 
binaria, esto daría lugar a una falsa medición; con esto en mente se emplea a 
continuación un criterio adicional para decidir si el elemento encontrado es en realidad 
una partícula. 
 
iv) Definir canales o volúmenes de interés. 
Posteriormente la imagen binaria se emplea cómo una máscara sobre la imagen de la 
proyección mejorada, de esta manera se produce una imagen sintética donde sólo se 
encuentra información dentro de la región que cubre cada elemento binario. Sobre esta 
imagen binaria se realiza una medición de centroides ponderados; estos centroides 
determinarán el centro de regiones circulares de interés sobre el área de proyección, 
cuyo radio es definido por el usuario. 
 
Estas regiones de interés se proyectan axialmente definiendo así un volumen de interés 
análogo a canales dentro del volumen de reconstrucción. Estos con geometría cónica 
truncada, se espera contengan la partícula en alguna distancia que será determinada 
posteriormente. 
En la figura 3-7 se esquematiza como se consideran los canales. 
  




Figura 3-7: Esquema del concepto de canales. 
 
 
La cantidad de canales es naturalmente igual a la cantidad de elementos presentes en la 
imagen binaria. 
 
v) Medir intensidad máxima a través del canal. 
Para ubicar axialmente la partícula se mide la intensidad máxima sobre el canal creando 
una curva de intensidad máxima vs. distancia axial. Si el canal contiene una partícula, la 
intensidad máxima será máxima en el plano de mejor enfoque, comportándose como una 
gaussiana para partículas de un diámetro menor a 10 pixeles aproximadamente, y como 
curvas con valles y crestas simétricos para partículas de mayor tamaño [11], mientras 
que canales sin contener partículas representarán una curva de variación aleatoria, 
claramente distinguible del comportamiento con partícula. 
 
La Figura 3-8 Muestra la intensidad a lo largo de dos canales con y sin partícula. 
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Figura 3-8: Perfiles y ajustes para dos canales con y sin partícula. A) Canal con una 
partícula, B) Canal sin partícula. 
  
 
En la figura 3-8A se observa que la intensidad sobre el canal posee dos máximos de los 
cuales el punto intermedio representa la posición de mejor enfoque de la partícula; la 
figura 3-8B muestra un canal sin partícula con el comportamiento de la intensidad 
máxima sobre el canal siendo aleatorio. 
Con la gran diferenciación entre curvas para canales vacíos u ocupados se puede 
introducir un criterio para definir si el respectivo canal posee una partícula; para resolver 
este problema se planteó el uso de un ajuste en la siguiente etapa. 
 
vi) Ajustar curva de intensidad máxima a una superposición de dos 
gaussianas. 
Aunque la curva de intensidad máxima sobre el canal muestra siempre un máximo o 
grupo de máximos cuando hay presencia de partícula, es común que se presente ruido 
alrededor del máximo central, lo que dificultaría en cierto grado la detección del máximo 
que indica la posición de enfoque.  
Para evitar la posible ambigüedad en la detección del máximo, se realiza un ajuste a las 
curvas normalizadas, ajustando a una función de la forma: 
 
 
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Consecuentemente, la posición axial se mide sobre la curva de ajuste, aprovechando el 
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del ajuste se utiliza la suma de errores cuadráticos (SEC) definido como la suma del 
cuadrado de la diferencia entre el valor ajustado y el valor de la función para todos los 
puntos del conjunto; de manera tal que se espera una diferencia notoria entre el valor de 
SEC para un canal con y sin partícula. 
Mediante un análisis manual de un conjunto de hologramas con diferentes 
concentraciones, se estableció que el valor de 0.5SEC  es un valor umbral apropiado 
para la distinción entre canales; tal que para 0.5SEC  el canal tiene una alta 
probabilidad de estar vacío, mientras que para 0.5SEC   es muy probable que una 
partícula esté presente. 
La figura 3-8 muestra los datos y los ajustes para dos casos con y sin partícula, el canal 
ocupado tiene un valor 0.32SEC  y el canal vacío un valor 1.49SEC ; de esta manera 
para este caso en particular el criterio de selección con el umbral elegido para SEC 
funciona adecuadamente. 
El uso de dos gaussianas busca eventualmente detectar dos partículas que se 
encuentren dentro del canal o bien ajustar apropiadamente partículas con radios de 5 a 
10 pixeles.  
Emplear más gaussianas para la función de ajuste podría mejorar el ajuste para canales 
vacíos tal que el umbral establecido para el parámetro SEC no funcionará 
adecuadamente. 
 
Finalmente, de los capítulos I, II y III, concluimos que se han desarrollado, adaptado e 
implementado las herramientas necesarias para la modelación, reconstrucción de 
hologramas en línea y además de una herramienta automática para la detección y el 
conteo de partículas en la muestra. Con estas herramientas desarrolladas se procederá 
en el próximo capítulo a emplearlas en el análisis de la concentración límite en MHDL, 
objetivo central de esta tesis de maestría. 
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4. Evaluación numérica de la concentración 
límite analizable en MHDL 
4.1 Estado del arte en el problema de la concentración 
límite 
 
El interés principal de esta tesis de maestría, es el estudio de la concentración crítica de 
las muestras analizables en MHDL; dicho estudio se realizará empleando las 
herramientas de simulación implementadas y expuestas en los capítulos anteriores. 
 
Todas las publicaciones encontradas que buscan determinar la concentración límite en 
holografía en línea han empleado iluminación con onda plana. Este tipo de iluminación 
trae ventajas en términos de la simplicidad de la modelación, pero restringe los tamaños 
de las partículas a ser más grandes que el pixel de registro, por ende no se puede usar 
dichos resultados como puntos de referencia para la holografía con fuentes esféricas. 
 
Sin embargo estas publicaciones reúnen ideas interesantes que serán útiles para 
establecer la concentración límite en MHDL e igualmente plantear un paralelo entre la 
microscopía holográfica digital con los dos tipos de iluminación. 
 
Royer [1] empleó un esquema en línea con onda plana con una muestra de burbujas con 
tamaños de 5 m  a 50 m , para estudiar la concentración máxima hasta que la calidad 
del holograma adquirido es aceptable; el autor empleó un parámetro definido como 
densidad de sombra ds  el cual representa el cociente entre el área cubierta por las 
partículas sobre el área total de registro, logrando que el análisis del valor límite no 
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dependa explícitamente de la concentración de la muestra y del volumen de análisis. 
Royer concluyó que con un tamaño promedio de partícula de 20 m , hasta un valor de 
10%ds   se puede afirmar que el holograma es aceptable.  
 
Malek et al [2], modelaron un sistema con iluminación plana para establecer que 
efectivamente no sólo la densidad de sombra si no también la profundidad del volumen 
de análisis afecta la cantidad de partículas reconstruidas. Para demostrar este hecho 
construyó la siguiente figura, donde evalúa la eficiencia de la recuperación a través de 
/r sEp n n , en función de la densidad de sombra, definida cómo 
2
d ss n Ld , donde sn  
es la densidad de partículas en la muestra, rn  es la densidad de partículas reconstruidas, 
L  es la profundidad de la muestra y d es el diámetro de las partículas. 
 
Figura 4-1: Variación del número de partículas extraídas Ep, con respecto a la “densidad 
de sombra” sd. Extraído de la referencia [2]. 
 
 
En este artículo, los investigadores concluyen que a mayor concentración (mayor valor 
de ds ) la cantidad de partículas reconstruidas disminuye de forma lineal cómo se 
muestra en la Figura 2. Además, obtienen una clara diferencia entre tener una cierta 
cantidad de partículas en un determinado espacio y tener una cantidad menor en un 
espacio mayor, como se aprecia en el hecho de que la curva para 20L mm , 30d m
tiene niveles menores de Ep  que la curva para 3L mm , 30d m . 
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S. Kim y S. J. Lee [3] evaluaron el efecto de la concentración en la muestra sobre la 
eficiencia en la medición de velocidad en un sistema de velocimetría holográfica de 
partículas; el comportamiento de la eficiencia se muestra en la siguiente figura: 
 
Figura 4-2: Variación de la eficiencia de reconstrucción y la resolución espacial con la 
concentración de partículas. Extraído de la referencia [3]. 
 
 
En este artículo concluyeron que la concentración óptima de trabajo es de 13 a 17 
partículas/mm3 correspondiente a una eficiencia de reconstrucción de 0.76, valor mínimo 
aceptable de acuerdo al criterio de los autores; para partículas de 40um de diámetro en 
una profundidad de análisis de 10mm. Los autores presentan adicionalmente una 
comparación con los resultados de Malek encontrando buena concordancia en el 
comportamiento de la eficiencia con respecto al parámetro ds . 
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Figura 4-3: Comparación del número de partículas extraídas versus ds , para las 
simulaciones reportadas por Malek y los resultados experimentales de Kim y Lee; imagen 
tomada de la referencia [3]. 
 
 
En la figura anterior se observa el decaimiento lineal de la eficiencia para valores de ds  
menores a 10%, y posteriormente una caída de pendiente suave para valores superiores 
de ds . 
 
De esta manera, a pesar de que ya se han dirigido esfuerzos hacia la evaluación de la 
MHDL para concentraciones críticas, estas investigaciones han basado su análisis en 
partículas de 30  y 40 m , iluminación con onda plana y longitud de onda de 633nm . Las 
anteriores condiciones de trabajo no optimizan el desempeño de MHDL con ondas 
esféricas y por esta razón en este proyecto se ha asumido la búsqueda de la 
concentración límite de MHDL, pero operando con los parámetros que optimizan el 
desempeño de esta técnica de microscopia. 
 
Evaluaremos el desempeño de la MHDL variando los parámetros: apertura numérica y 
profundidad de la muestra; buscando establecer curvas de la eficiencia de recuperación 
en función del parámetro de sombra. 
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4.2 Efecto de la an sobre la eficiencia de reconstrucción. 
El parámetro de sombra para iluminación esférica debe tener una definición diferente a la 
propuesta de Malek 2
d ss n Ld ; ya que el área que cubren las partículas no es la misma 
sobre toda la muestra, debido a la magnificación intrínseca de la divergencia del haz de 
iluminación; las partículas proyectan una sombra que es tanto función de su tamaño 
cómo su posición respecto al plano de registro. El nuevo parámetro ds  se propone 

















                 (4-1) 
 
donde iz  es la posición axial de la partícula i-ésima, pr  es el radio de las partículas, L  es 
la distancia fuente-cámara, 
pN  es la cantidad de partículas en la muestra y W  es el 
valor de la arista del área cuadrada de registro. En esta ecuación se expresa el cociente 
entre la sumatoria de las áreas de cada partícula proyectada sobre el plano de registro 
dividida por toda el área propia de registro, así se está obteniendo la “sombra” de las 
partículas sobre la iluminación proyectada en el plano de la cámara. 
Para evaluar el efecto de la apertura numérica sobre la eficiencia de reconstrucción, se 
modelaron 400 hologramas con los modelos numérico y analítico, repartidos 
equitativamente en 5 aperturas numéricas diferentes: 0.55,0.50,0.45,0.40,0.35AN  , 
manteniendo constantes el radio de las partículas 1pr m (para el modelo analítico la 
fuente puntual se ubica en el centro de la partícula), la profundidad y ubicación de la 
muestra 50 , 110r mz m z m   . 
Las partículas son distribuidas aleatoriamente sobre todo el volumen de la muestra 
definido por rz  y mz ; el rango de concentraciones empleado es  0.06,1.15 /mg mL . 
El resultado final se muestra en la siguiente Figura: 
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Figura 4-4: Curvas de Eficiencia vs. Parámetro de sombra. A) Representación 
simultánea para todas las aperturas numéricas, B) Curvas promedio para cada modelo. 
  
 
En el panel A de la Figura 4-4 están representadas todas las curvas de eficiencia para los 
dos modelos para todas las aperturas numéricas. Se obtienen eficiencias similares con 
los dos modelos en dos casos extremos: i) para concentraciones menores a 
0.08 /pc mg mL  y ii) concentraciones mayores a 1 /pc mg mL . En el primer caso los 
anillos correspondientes a cada partícula están claramente separados facilitando su 
recuperación, para el segundo caso los hologramas se asemejan a distribuciones de 
intensidad aleatorias, tal que no existe diferencia apreciable entre los hologramas con 
diferentes modelos. En la siguiente figura se muestran dos hologramas de contraste con 
parámetros 0.50AN  , 1pr m , 50 , 110r mz m z m    y concentraciones 
0.06 /pc mg mL  y 1.15 /pc mg mL . 
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Figura 4-5: Hologramas de contraste de modelos numérico y analítico para dos 
concentraciones diferentes, A) Modelo numérico con 0.06 /pc mg mL , B) Modelo 
numérico con 1.15 /pc mg mL , C) Modelo analítico con 0.06 /pc mg mL , D) Modelo 




La similitud de los hologramas en los dos casos extremos produce eficiencias similares, 
los hologramas en los paneles A y C son simples ya que es posible identificar los anillos 
que produce cada partícula, esta sencillez en la distribución de intensidad permite tener 
eficiencias similares con los dos modelos. En los paneles B y D, los hologramas se 
asemejan a distribuciones aleatorias que igualmente dan lugar a eficiencias de 
reconstrucción similares. 
 
Para los valores intermedios del parámetro de sombra, la eficiencia obtenida con el 
modelo analítico es superior al numérico, esto se debe a múltiples fuentes: el modelo 
para conteo es más eficiente para partículas con perfil gaussiano favoreciendo así el 
modelo puntual; adicionalmente, las estrategias de propagación inherentes al modelo 
numérico incluyen operaciones de transformada de Fourier de matrices finitas, 
generando inevitablemente un efecto de filtro paso bajo lo que implica una pérdida parcial 
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Por otro lado, en el panel A, es evidente la similitud de las curvas para diferentes 
aperturas numéricas empleando el mismo modelo; esto implica que en la MHDL la 
eficiencia en la reconstrucción de partículas no está asociada a la resolución del sistema. 
Esto se explica mediante el siguiente análisis: al aumentar la AN con la concentración de 
la muestra permaneciendo invariante, se obtiene progresivamente una cantidad mayor de 
partículas dentro del campo de visión; esto implica directamente un aumento en la 
complejidad de la distribución de franjas en el holograma, disminuyendo así la 
probabilidad de detectar una partícula. Cuando la AN decrece, la cantidad de partículas 
iluminadas disminuye igualmente, sin embargo también decrece la cantidad de anillos por 
partículas registrados (menor resolución), lo que hace más difícil reconstruir la partícula y 
por ende posteriormente detectarla.  
 
De esta manera el hecho de que las curvas para diferentes aperturas numéricas sean 
similares indica que existen dos tipos de compensaciones: aumentar la resolución lleva a 
hologramas más complejos (más partículas dentro del campo de visión) produciendo una 
determinada eficiencia y una baja resolución disminuye la complejidad de los hologramas 
pero al mismo tiempo hay menos información por partícula; de esta manera el resultado 
final es una eficiencia similar tanto con baja o alta resolución para una misma 
concentración. 
 
4.3 Efecto de la profundidad de la muestra zm sobre la 
eficiencia de reconstrucción. 
Buscando un paralelo con el análisis de Malek del efecto de la profundidad de la muestra, 
se modelaron hologramas para tres valores de la profundidad, ajustando los valores del 
parámetro de sombra a ubicarse en el mismo rango para los tres conjuntos de 
hologramas. 
 
Los parámetros empleados son 0.405 m  , 0.45AN  , 1pr m , 50rz m  
distribuyendo los hologramas en tres profundidades diferentes 60mz m , 110mz m  
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y 160mz m  con 40 hologramas por valor de mz . El resultado se muestra a 
continuación: 
 




En la figura 4-6 se observa que la eficiencia cae más rápidamente cuando aumenta la 
profundidad de la muestra, sin embargo se mantiene la eficiencia del modelo analítico 
superior a la eficiencia del modelo numérico. La caída en la eficiencia con la profundidad 
de la muestra se debe a que con la iluminación esférica, el contraste de las franjas cae 
conforme la partícula se aleja de la fuente de iluminación, tal que las partículas más 
alejadas de la fuente y por ende de menor contraste en el holograma tendrán una 
probabilidad menor de detección que partículas cercanas. 
 
En la siguiente figura se muestra cómo cambia el contraste conforme la distancia de 
ubicación de la partícula. 
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Para crear esta curva, se modelaron 20 hologramas de partículas sobre el eje óptico con 
parámetros 0.405 m  , 0.45AN  , 1pr m  y la posición variando en el intervalo 
 50 ,160m m  ; para cada holograma se calculó la diferencia entre el valor de 
intensidad máximo y el mínimo (cantidad representativa del contraste del holograma) y el 
resultado de todas las partículas en todos los planos se normalizó con respecto al primer 
plano, tal que el contraste es unitario para 50 m . 
El resultado es un decrecimiento del valor de contraste con la posición de la partícula; 
consecuentemente la eficiencia disminuye, ya que el contraste de las franjas en el 
holograma determina el contraste de la reconstrucción de la partícula, tal que a un nivel 
de contraste determinado la partícula se hace más difícil identificarla del ruido presente. 
La figura 4-7 ejemplifica este suceso: 
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Figura 4-8: Histogramas de las posiciones para una muestra modelada y reconstruida. 
A) Histograma de las posiciones para un holograma con 0.45AN   y 0.18 /pc mg mL . 
B) Histograma de las posiciones recuperadas. *Las barras de cada histograma tiene un 
ancho de 20um. 
  
 
El histograma en 4-7A, corresponde a las frecuencias en las posiciones de una muestra 
estudiada con parámetros 0.405 m  , 0.45AN  , 1pr m , 50rz m , 160mz m  
y 0.18 /pc mg mL . La reconstrucción del holograma resultante tiene una eficiencia del 
50% y el histograma de las posiciones para las partículas recuperadas se muestra en la 
figura 4-7B. 
El primer histograma muestra la aleatoriedad en las posiciones axiales de las partículas 
en el momento de generar el holograma, mientras que el segundo histograma muestra 
que la frecuencia de las posiciones tiende a bajar conforme aumenta la distancia, esto 
implica que las partículas más lejanas tienen una menor probabilidad de recuperarse. 
 
4.4 Efecto de del tamaño de las partículas sobre la 
eficiencia de reconstrucción. 
El efecto del tamaño de la partícula sobre la eficiencia no puede estudiarse con las 
herramientas desarrolladas hasta el momento, ya que el algoritmo de recuperación 
depende fuertemente del tamaño de la partícula, tal que el valor de la bondad del ajuste 
SEC (suma de errores cuadrados), designado como umbral, no funciona apropiadamente 
para tamaños de partículas superiores a 20 pixeles de diámetro aproximadamente. Para 
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aclarar este problema en la Tabla 4-1 se muestran hologramas calculados para partículas 
de diferentes tamaños, junto con la curva de reconstrucción de la intensidad máxima a lo 
largo del canal. 
 
Tabla 4-1 Efecto del tamaño de la partícula sobre el valor de SEC.  Datos,         Ajuste 
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Los parámetros para los hologramas son 0.405 m  , 0.5AN  , 80rz m . De los 
resultados en la tabla se concluye que el ajuste de dos gaussianas permite estudiar por 
lo menos hasta un diámetro de 3 m , si se emplea el valor de 0.5SEC   como umbral.  
Sin embargo la capacidad de identificar la partícula puede variar por otros factores 
externos, tales como su ubicación transversal en el campo de visión y la concentración 
de la muestra; por lo tanto no se puede afirmar definitivamente que el tamaño de 
partícula máximo que se puede considerar es de 3 m , este será menor y variará con las 
condiciones geométricas y de la muestra determinnadadas. 
 
Con el análisis anterior, podemos concluir que la concentración límite no es un valor 
único reportable para la MHDL, ya que la eficiencia depende fuertemente de la 
profundidad y ubicación de la muestra, tal que el valor crítico de concentración cambiará 
de acuerdo a las condiciones geométricas. 
Sin embargo las curvas en las figuras 4-4 y 4-6 pueden ser empleadas como puntos de 
referencia para determinar un intervalo que funcione como referencia a la eficiencia 
esperada en un holograma experimental. 
De acuerdo a la aplicación en la que se esté trabajando, la concentración límite puede 
estimarse, a través de tres pasos: i) inicialmente se debe decidir el valor mínimo de 
eficiencia en la recuperación para considerar una medida satisfactoria, ii) seguidamente 
se deben establecer la condiciones geométricas del problema,  , AN , pr , rz  y mz ; iii) 
con las condiciones del sistema establecidas se puede modelar hologramas con las 
metodologías presentadas para obtener curvas de eficiencia similares a las presentadas 
en las Figuras 4-4 y 4-6; estas curvas permitirán establecer el valor de la concentración 
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Por ejemplo, si se considera la eficiencia mínima cómo 50% y se tiene un sistema con 
parámetros 0.405 m  , 0.55AN  , 1pr m , 50rz m , 110mz m  las curvas de 
eficiencia para los dos modelos serían las siguientes: 
 
Figura 4-9: Curvas de Eficiencia vs. Parámetro de sombra para un caso específico 
 
 
Ya que las curvas de los modelos representan un intervalo en el cual se espera que se 
ubique el experimento, se puede calcular el promedio de las dos para obtener una nueva 
curva a emplearse como guía en la designación de la concentración límite, de tal manera 
que para este ejemplo la concentración límite estimada es 0.32 /lc mg mL . 
Dicho valor no funcionará para un experimento con condiciones diferentes y por ende, 
para toda configuración de MHDL diferente existirá una concentración límite lc  
correspondiente. 
4.5 Estimación del error en la medición de posición. 
La figura 4-9A muestra la distribución espacial de las partículas empleada para modelar 
un holograma de contraste y simultáneamente la ubicación de las partículas 
reconstruidas. En los paneles B y C se muestran dos vistas, frontal y superior, donde se 
observa la separación entre las posiciones medidas y esperadas. Los parámetros para el 
holograma correspondiente son 0.405 m  , 0.55AN  , 50rz m , 110mz m , 
0.059 /pc mg mL . 
El error en la posición, entendido como el valor absoluto de la diferencia entre las dos 
posiciones, tiene dos comportamientos: i) aumenta cuando la partícula se aleja 
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transversalmente del eje óptico, cómo se observa en la figura 4-9B, las posiciones cerca 
al eje óptico coinciden observándose un solo marcador y para partículas cercanas al 
borde las posiciones están claramente separadas; ii) aumenta con la distancia de la 
partícula a la fuente, cómo se observa en la figura 4-9C, las partículas cerca al borde 
interior de la muestra ( 50z m ) coinciden espacialmente, mientras que posiciones 
cerca al borde exterior ( 160z m ) se presentan más separadas. 
 
Figura 4-10: Distribución espacial de la muestra y su reconstrucción. A) Vista isométrica, 
B) Vista plano XY, C) Vista plano XZ. 
 
  
Naturalmente las partículas que no se encuentren en parejas cercanas corresponden a 
las no reconstruidas en la etapa de detección automática. Para modelar el holograma de 
contraste se empleó el método analítico ya que su eficiencia es mayor que la del modelo 
numérico. 
 
El error promedio en la posición, tiene un comportamiento análogo a la eficiencia con 
respecto a la apertura numérica y la concentración, es decir, el error medio es 
aproximadamente independiente de AN y aumenta con la concentración de la muestra. 
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Este resultado se expone en las tablas 4-2 y 4-3, donde se empleó el modelo analítico 
para obtener los hologramas: 
 
Tabla 4-2: Resultados del error en la posición  para diferentes aperturas numéricas. 
Holograma 
de contraste 
AN  ( / )pc mg mL  Eficiencia (%) 
Error 
promedio 




( )mr m  
Error 
porcentual 
(%)  / mr  
 
0.55 0.059 93.75 4.75 135.38 3.51 
 
0.50 0.059 91.67 5.80 123.08 4.74 
 
0.45 0.058 94.4 5.79 123.09 4.71 
 
En la tabla anterior se observa que tanto la eficiencia como el error promedio se 
mantienen en el mismo rango con el incremento en la apertura numérica. El valor de la 
posición promedio mr , se obtiene como la media de todas las posiciones de las partículas 
reconstruidas; el error porcentual da una idea de la exactitud en la medición de la 
posición, ya que relaciona el error en la medición con el valor del orden de la medida. 
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Tabla 4-3: Resultados del error en la posición  para diferentes concentraciones. 
Holograma 
de contraste 
AN  ( / )pc mg mL  Eficiencia (%) 
Error 
promedio 




( )mr m  
Error 
porcentual 
(%)  / mr  
 
0.55 0.059 93.75 4.75 135.38 3.51 
 
0.55 0.31 68.42 8.67 117.7 6.3 
 
0.55 0.59 29.65 10.05 91.7 10.99 
 
En la tabla anterior se observa, cómo se mostró anteriormente, que la eficiencia cae con 
el aumento en la concentración; análogamente el error promedio aumenta con la 
concentración, es decir entre más compleja es la ubicación de las partículas, mayor es el 
error que se comete en la medición de su posición. 
El valor promedio mr cae con la concentración, debido al efecto que se mostró en la 
sección 4.3, donde la eficiencia decae a medida que las partículas se alejan de la fuente; 
de esta manera el valor medio de las posiciones representará tan sólo las posiciones 
más visibles, esto es las más cercanas. Naturalmente el error porcentual aumentará con 
la concentración debido al cambio del error y posición promedio, denotando que la 
medida pierde exactitud cuando la complejidad del holograma aumenta. 
 
El hecho de que el error dependa de la concentración, no permite establecer un único 
error de la medida de posición en MHDL, en cambio debe hacerse una nueva estimación 
con cada geometría particular, similarmente al procedimiento para estimar la 
concentración límite. 
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5. Diseño y construcción del sistema de 
MHDL 
5.1 Diseño e implementación 
La MHDL se caracteriza por ser una técnica simple, requiriendo de tan sólo una fuente 
esférica antepuesta a una cámara con la muestra ubicada en el espacio intermedio. Sin 
embargo obtener una resolución lateral del orden de una longitud de onda, requiere una 
apertura numérica del mismo orden de magnitud, lo que implicaría la necesidad de 
emplear algún elemento óptico para obtener la divergencia correspondiente. 
El diseño del sistema puede dividirse en dos secciones, la fuente y la detección. 
 
5.1.1 Diseño de la fuente: 
La longitud de onda, como en todo proceso difractivo, determina la resolución del 
sistema, en particular para la MHDL, la resolución depende directamente de la longitud 
de onda (Ecuación 1-5 ). De esta manera se busca elegir el valor de   mínimo, dentro de 
la región del visible ya que la mayoría de cámaras comerciales se especializan en dicha 
región del espectro. 
El método más común para obtener haces de alta divergencia es el uso de lentes 
asféricas, de las cuales se pueden conseguir haces libres de aberraciones y  con 
aperturas numéricas hasta el orden de 0.8. 
 
La fuente empleada en el montaje óptico de la presente tesis de grado combina 
adecuadamente los dos criterios mencionados   y AN . Para conseguir la fuente 
esférica se ha empleado un lector de formato “blu-ray” que incluye un diodo láser a 
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405nm acoplado a una óptica integrada con una lente asférica a la salida, logrando 
obtener una fuente de una apertura numérica aproximada de 0.7. 
El lector de referencia PHR-803T (Tabla 5-1), incluye el diodo láser que logra alcanzar 
potencias del orden de 100mW a una corriente de 100mA; de esta manera es fácil de 
activar empleando una fuente de corriente simple. 
 
El aspecto negativo en el uso del lector PHR-803T, es que el spot de salida no es el ideal 
para su uso en holografía ya que contiene ciertas estructuras circulares producidas por 
un elemento difractivo inscrito en la lente de salida. Un ejemplo del spot a la salida de la 
lente se muestra en la figura 5-1A: 
 
Figura 5-1: Spots registrados con y sin pinhole. A) Spot a la salida de la lente asférica, B) 
Spot a la salida del pinhole. 
  
 
Para eliminar dichas estructuras, se antepone en el plano focal de la lente un pinhole, 
que actúe como filtro espacial, eliminando las estructuras no deseadas (Figura 5-2). El 
pinhole empleado para el montaje es de 500nm, buscando mantener al máximo la 
divergencia natural del haz. 
 
El resultado del spot mejorado se muestra en la figura 5-1B, en donde se observa la 
desaparición de los elementos circulares en la imagen anterior; sin embargo también es 
evidente que el spot no se asemeja al de una fuente esférica perfecta en donde la 
distribución de intensidad es uniforme, caso contrario el spot obtenido es asimétrico y 
discontinuo; este hecho es una combinación de la imperfección en la geometría circular 
del pinhole y la des-alineación remanente del sistema. 
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Figura 5-2: Esquema del montaje del sistema. 
 
 
La alineación se llevó al límite posible con las condiciones mecánicas de los 
desplazadores micrométricos que se emplearon, el resultado es limitado debido a que el 
mínimo desplazamiento es de 500nm coincidiendo con el propio tamaño del pinhole. A 
pesar de las claras irregularidades en el spot, la iluminación lograda permitió tomar 
hologramas aceptables de múltiples objetos con diferentes geometrías. 
 
5.1.2 Diseño de la detección: 
El sistema de detección es comúnmente una cámara CCD (charged coupled device) o 
CMOS (Complementary metal-oxide-semiconductor) que registra la intensidad resultante 
de la difracción del haz de iluminación sobre el objeto de estudio. 
Los parámetros relevantes a tener en cuenta en el sistema de detección son el tamaño 
del área sensible y la resolución espacial; ya que la apertura numérica de la detección se 
determina por la distancia de la fuente esférica a la cámara y el área de detección, como 
se mostró en el capítulo I; para no restringir fuertemente la distancia es recomendable 
tener el máximo posible de área sensora. Igualmente se busca la mayor resolución 
espacial, esto es, que el área de detección esté dividida en la mayor cantidad de pixeles 
disponibles o equivalentemente que el tamaño de pixel sea lo más pequeño posible.  
La cámara elegida con base a este criterio es la TELI CSB4000F que cuenta con un área 
de detección  de 12 12mm mm  aproximadamente. De esta manera la distancia mínima 
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para lograr la apertura numérica de 0.4 fijada como objetivo es de 13L mm ; dicha 
distancia es de un rango manejable para la configuración experimental que se empleó. 
 
Tabla 5-1: Elementos básicos en el montaje de MHDL. 
Sistema de iluminación Sistema de detección 
Fuente láser Lente asférica. Pin-hole Cámara. 
Diodo láser, violeta 
(405nm), potencia 
máxima aprox. De 
110mW 
AN = 0.7 aprox. 
Referencia PHR 803T 
Diámetro 0.5um 
Cámara CMOS ref. 
CBS4000F, área de 







5.2 Caracterización del sistema implementado 
5.2.1 Apertura numérica. 
Con la apertura del sistema definida como la menor de las aperturas fuente y detección, 
se debe medir inicialmente AN para la fuente, para ello se toman por lo menos dos 
registros en planos diferentes con una separación conocida. De las imágenes se 
seleccionan manualmente dos perfiles sobre las cuales se mide el ancho de la curva 
cuando la intensidad ha decaído a 1/e2 (asumiendo modelo de haz gaussiano), este valor 
define la cintura del haz, la cual mediante un cálculo geométrico sencillo permite ubicar el 
plano de la cintura mínima y por ende determinar la divergencia del haz. 
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Figura 5-3: Medición de la AN empleando dos registros. A) Spot en el plano inicial, B) 
Spot en el plano secundario a 7mm del anterior, C) perfiles seleccionados, D) y E) 





En la figura 5-3, se muestran los spots y los ajustes empleados en la medición de la AN, 
el valor obtenido es de 0.35; sin embargo debido a las irregularidades en la forma del 
spot, el valor calculado de AN puede variar en una rango de 0.4 aproximadamente. 
 
5.2.2 Resolución. 
Para obtener una idea de la resolución del sistema, la primera muestra que se estudió 
fue un patrón positivo de calibración USAF 1951, el holograma de contraste se muestra 
en la siguiente figura. 
  
C 
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Figura 5-4: Medición de la resolución lateral del sistema. A) Holograma de contraste del 
patrón USAF, B) Reconstrucción en el plano de mejor enfoque, incluyendo perfiles de los 






Sobre el plano de mejor enfoque se puede observar que el mínimo elemento observable 
es el elemento 4 del grupo 7, figura 5-4B. Sobre la imagen se muestran los perfiles 
calculados como los promedios sobre filas o columnas dentro de las ventanas de colores. 
La resolución conseguida es de 181 pl/mm, equivalentes a una separación mínima de 
5.5um; resultado contrario al que se espera para un sistema de la apertura numérica 
empleada.  
Las razones para esta diferencia son: i) la desviación de la iluminación a un 
comportamiento de fuente esférica; ya que como se mostró en el capítulo 3, la 
reconstrucción parte de plantear la transformada de Kirchoff-Hemlholtz, la cual se deduce 
de la ecuación de difracción para una transmitancia iluminada por una fuente puntual 
ideal; ii) La calidad del patrón USAF empleado, ya que como se muestra en la figura 5-
4B, los elementos 5 y 6 del grupo 7 muestran un desgaste importante. 
 
5.3 Aplicaciones: estudio de monocapas de 
microesferas, muestras biológicas, sistemas opacos. 
Para evaluar la capacidad del sistema de MHDL implementado se realizó el análisis de 
un conjunto de objetos buscando evaluar la calidad de las reconstrucciones. 
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5.3.1 Monocapa de micro-esferas. 
Se prepararon monocapas de esferas de poliestireno de 5um de diámetro de forma no 
controlada, tal que las agrupaciones se presentan de manera aleatoria. Pre-ubicando las 
muestras con un microscopio óptico convencional, se facilita su ubicación en el MHDL; 
los resultados obtenidos se muestran en la siguiente figura: 
 
Figura 5-5: Holograma y reconstrucción de monocapa de microsesferas. A) Holograma 








El plano de mejor enfoque de la imagen desplegado en B, fue obtenido manualmente; el 
diámetro medido a partir del perfil es de 4.3um, considerando el valor esperado como 
4.75um (tamaño medio reportado por el fabricante) el error relativo es de 9%, 
constituyéndose como una buena medida. 
 
5.3.2 Muestra biológica, sección transversal de cabeza de mosca. 
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Figura 5-6: Holograma y reconstrucción sección transversal de cabeza de mosca. A) 








En el panel B se muestra la amplitud de la reconstrucción, sobre la cual es posible 
identificar diferentes detalles de la muestra, notables en la imagen con microscopio óptico 
en el panel C. La posibilidad de observar estos detalles asegura que la resolución del 
sistema está en el orden de 2um.  
 
5.3.3 Objeto opaco. 
Finalmente se muestra la capacidad de la MHDL para la reconstrucción de un objeto 
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Figura 5-7: Holograma y reconstrucción aguja. A) Holograma registrado, B) Intensidad 




El perfil tomado de la reconstrucción muestra una clara definición de los bordes del 
objeto para el plano de enfoque estimado. Para tener un estimativo de la uniformidad de 
la reconstrucción del interior del objeto, calculando la desviación estándar dentro del área 
encerrada por el recuadro azul en la figura 5-7B, se obtiene un valor de 29 niveles de 
grises, generando un porcentaje de variación relativo de 11%. 
 
Con el estudio de los objetos anteriores, hemos validado la capacidad del montaje de 
MHDL implementado en esta tesis de maestría. A pesar de que la fuente de iluminación 
lograda no se asemeja al modelo puntual esperado, las reconstrucciones de los 
diferentes objetos son buenas, como se demuestra particularmente, con la medición del 


























6. Conclusiones y perspectivas 
6.1 Conclusiones 
En la presente Tesis de Maestría se ha abordado el problema de la modelación de 
experimentos de difracción a aperturas numéricas superiores a 0.4 dentro del ámbito 
de la MHDL, así mismo, se investigaron directrices para establecer la concentración 
límite analizable con la técnica. Para complementar el desarrollo en simulaciones, se 
implementó un montaje de MHDL, buscando cumplir el mismo requisito de apertura 
numérica mínima en el sistema. Todos los desarrollos y resultados logrados 
conducen a las siguientes conclusiones: 
 
La herramienta numérica implementada para la modelación de MHDL, basada en la 
transformada de Fourier Modificada, permite obtener hologramas de objetos 
bidimensionales y tridimensionales con geometrías arbitrarias; con un límite de 
apertura numérica de 0.57 para una longitud de onda de 405nm. El modelo se 
considera un paso adelante respecto a las alternativas de modelación ya reportadas 
en la literatura. 
 
El modelo numérico implementado presenta una buena concordancia con el modelo 
analítico propuesto por Kreuzer y con hologramas registrados experimentalmente. 
 
El algoritmo semi-automático de detección de partículas desarrollado e 
implementado, permite recuperar en buena aproximación la distribución espacial de 
una suspensión de partículas; el error en la posición de las partículas es función de la 
concentración de la muestra. 
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La concentración límite en MHDL es independiente de la apertura numérica ya que el 
aumento o disminución de la resolución implica aumentar la complejidad del 
holograma y perder información por partícula, respectivamente. 
 
Dado que la eficiencia de recuperación disminuye con el incremento en la distancia 
de ubicación axial la partícula, la concentración límite en MHDL será una función de 
las características geométricas de la muestra, representadas en la profundidad mz  y 
la posición inicial rz . 
 
No es posible estudiar la dependencia de la concentración con el tamaño de las 
partículas, ya que el algoritmo semi-automático de detección, funciona 
adecuadamente para partículas de menos de 20 pixeles de diámetro 
aproximadamente. 
 
Se demostró numéricamente, que la concentración límite en MHDL no puede 
presentarse cómo un parámetro general a la técnica; el valor crítico de pc  varía de 
acuerdo a las condiciones geométricas del problema.  
 
El montaje óptico de MHDL diseñado e implementado tiene una apertura numérica de 
trabajo de 0.36 aproximadamente. El montaje se diferencia de las implementaciones 
comúnmente encontradas en la literatura por el uso de una fuente láser de muy bajo 
costo, extraída del sistema de lectura-escritura de un sistema “blu-ray”. De este 
mismo se aprovechó satisfactoriamente el diodo láser a 405nm, la lente asférica de 
salida con apertura numérica aproximada de 0.7 y su movimiento axial accionado por 
una bobina y controlado por una fuente de voltaje variable. 
6.2 Perspectivas 
Los desarrollos y avances alcanzados en esta tesis de Maestría se resumen en dos 
herramientas, una numérica para la modelación, reconstrucción y análisis de 
hologramas en línea, una herramienta experimental para el registro en MHDL con 
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una apertura numérica de 0.36 aproximadamente. Estos logros generan nuevas 
perspectivas de trabajo, resumidas a continuación: 
 
Emplear la herramienta de modelación de hologramas en MHDL para análisis de 
trayectorias de partículas y gradientes de velocidades en el estudio de movimiento 
browniano. 
 
Con base al algoritmo semi-automático de conteo de partículas, desarrollar una 
nueva estrategia que permita la recuperación de partículas con tamaño arbitrario. 
 
Estudiar la formación natural de agrupaciones tridimensionales de micro-esferas 
dieléctricas en un coloide. 
 
Desarrollar una herramienta portátil de MHDL, usando como fuente de iluminación el 
sistema integrado PHR803T, introducido en el desarrollo de la herramienta 
experimental.  
